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1.1. Projekt Od fyziologie k mediciné

Projekt Od fyziologie k mediciné — integrace védy, vyzkumu, vzdéldni a praxe je
vzdéldvaci projekt, jehoZ cilem je nadstandardni vzdéldvani v oblasti fyziologie a biome-
dicinskych aplikaci (http://cit.vfu.cz/fyziolmed/). Vzdélavini je vedeno jak v rovi-
né teoretické (prezentace aktudlnich poznatkl v kontextu vzdjemnych souvislosti), tak
v roviné praktické (experimentdln{ praxe, metody efektivniho zpracovdni dat, aplikace
vysledkd vyzkumu, exkurze).

PRO KOHO je projekt urcen?

1) Akademické pracovniKy VS (3kolitele VS studentfi na drovni Bc., Mgr. a Ph.D.)

2) Studenty VS (Bc., Mgr. a Ph.D.)

3) Studenty a pedagogy SS (s hlubsim z4jmem o fyziologii a medicinu)

Podminkou Gcasti v projektu byla registrace prosttednictvim projektovych webovych stra-
nek. (registrace byla uzaviena 31.12.2010)

CO projekt nabizi?

1) Odborné vzdélavani formou diskusnich seminafa (viz dale) se zaméfenim na ak-
tudlni fyziologicko-lékafskou problematiku a témata ocenénd Nobelovymi cenami za
Fyziologii a medicinu

2) Exkurze na pracovi$té védy a vyzkumu, aktivni zapojeni do experimenta

3) Ziskdni zkuSenosti s atraktivni prezentaci vlastnich vysledkd na odbornych ak-
cich (konferencich)

4) Sezndmeni{ s moznostmi mezindrodnich kontakti a uplatnéni na svétovém vé-
decko-vyzkumném féru

5) Tisténé a interaktivni publikace k jednotlivym semindftm

OD FYZIOLOGIE K MEDICINE

Casovy harmonogram projektu

2009 Organizaéni start projektu, pfiprava seminaru
nabor ucastnik(l do brnénského cyklu seminaru

2010 0266 66e6

Brno Cyklus seminafua v regionu Brno
nabor Gcastnikd pro olomoucky cyklus seminaru

2011 02866 66006

Olomouc Cyklus seminart v regionu Olomouc

20 1 2 Zavereéna konference brnénské i olomoucké
skupiny registrovanych; zavér a obhajoba projektu

Obr. 1.1. - Casovy harmonogram projektu Od fyziologie k mediciné
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1.2. Projektové diskusni seminafe

Jednotlivé semindfe probfhaji v neformdlni pfdtelské atmosféfe. Sklddaji se z Césti teo-
retické a navazujici ¢asti praktické, kdy maji icastnici moZnost uplatnit ziskané teoretické
poznatky pf{mo v praxi.

Prvni etapa projektovych semindfd jiz tspésné probéhla v regionu Brno v pribéhu roku

2010. Byla garantovéna Veterindrnf a farmaceutickou univerzitou v Brné ve spolupréci s Usta-
vem Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR a fadou externich spolupracovniki.
V ndvaznosti na prvnf cyklus projektovych semindid realizovanych v roce 2010 v re-
gionu Brno, probihd druhy cyklus semindfi v regionu Olomouc (Gnor-prosinec 2011).
Podobné jako v brnénské etapé, probihaji olomoucké semindfe ve dvou cyklech: jarnim
(4 semindfe) a podzimnim (3 semindfe).

Olomoucké semindfe jsou zastitovdny odborniky z Pfirodovédecké a Lékaiské fakulty Uni-

JARNI CYKLUS 2011

Leden
Unor
Biezen
Duben

Kvéten

istrace do UNOROVEH
inare (vybér ze 3-4 termil

.:istrace do BREZNOVE

'?'istrace do DUBNOVEH

inare (vybér ze 3-4 termil

inare (vybér ze 2-4 term

istrace na zahrani¢ni
urzi (jen jeden termin)

oLomMmouc

2011

vovani UNOR
seminare

ovani BREZN
i seminare

lvovani DUBN
seminare
-né zahraniéni -

éerven - zari: Projektové prazdniny

oLomMmouc

PODZIMNI CYKLUS 2011

Llstopad .g;inéie (vybér ze 3-4 termi.

Prosinec

Jaro 2012

istrace do RIJNOVEHO
inare (vybér ze 3-4 termi

. do LISTOPADOVEHO I
inare (vybér ze 3-4 termi

do PROSINCOVEHO

vovani RIJNO
seminare

Absolvovani

Absolvovani
INCOVEHO s:

Spole¢na zavérecna konference vsech ucastnikl projektu (brnénskeé i olomoucké skupiny

registrovanych)

Obr. 1.2. - Casovy harmonogram jarniho (a) a podzimniho (b) cyklu projekto-
vych semindrii v regionu Olomouc

verzity Palackého ve
spoluprdci s fadou

externich spolu-
pracovnikdl  (védci,
1ékati, pedagogové

i pracovnici biome-
dicinckych instituct
a provozd).

VSechny  pro-
jektové  materidly
vydané pro ucast-
niky k semindfim
v regionu Brno,
ziskajl v tiSténé po-
dobé také dcastnici
semindfd v regionu
Olomouc a naopak.
Pro ostatni zédjem-
ce jsou materidly
v elektronické po-
dobé spolu s dalsimi
informacemi o pro-
jektu k dispozici na
projektovych — we-
bovych  strdnkdch:
http://cit.vfu.cz/
fyziolmed/

Casovy harmo-
nogram  olomouc-
kych semindid je
zndzornén na ob-
rézku 1.2.a,b



1.3. Ohlédnuti za seminafem Mezinarodni moZnosti

V kvétnu probéhl posledni z jarnfho cyklu semindfd olomoucké etapy. V teoretické
Césti se predndsejici (dr. M. Fellner, dr. B. Cvek, dr. I. Fellnerovd) pokusili neformdlné
prezentovat rizné moZnosti a formy zahrani¢n{ spoluprdce a zéroveil se podélit o fadu
osobnich zkuSenost! i netypickych zdzitkd s cilem pomoci studentGm odbourat jejich
obavy popf. nechut ziskdvat zahrani¢ni zkuSenosti a navazovat mezindrodni kontakty
(obr. 1.3).

| oLy

Mezinarodni
moznosti 1l

Obr. 1.3. - Titul doprovodné publikace (a); Prezentace dr. B Cveka (b) a doc. M. Fellnera (c) v rdmci teoretickd
cdst semindre k tématu Mezindrodni moznosti



V ndvaznosti na teoreticky semindf navstivili dcastnici kurzu druhou (po Karloveé uni-
verzité) nejstarsi univerzitu v Evropé, zaloZenou v r. 1364 v polském Krakové. Pivodné
nesla ndzev Krdlovskd Akademie; teprve v 19. stoleti byla pfejmenovdna podle dynastie
polskych krdld na Jagellonskou univerzitu. V prezentaci prof. Marka Cegly jsme se se-
zndmili s historif i sou¢asnosti univerzity, s jeji strukturou, a tematickym zaméfenim
jednotlivych fakult (obr. 1.4.).

- &

Obr. 1.4. - Posluchdrna Farmaceutické fakulty Jagellonské univerzity v Krakove (a); Prof. Marek Cegla — pre-
zentace Farmaceutické fakulty Jagelonské univerzity v Krakové (b).

Po vyslechnuti prezentace prof. M. Cegly Gcastnici semindfe navstivili vyzkumné
a vyukové prostory Farmaceutické fakulty Jagellonské univerzity (obr. 1.4.).

Obr. 1.5. - Vyzkumné laboratore
(a); vyukové skleniky jagellonské
farmaceutické fakulty (b); prostory
botanické zahrada (c)
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Obr. 1.6. - Skupina ucastnikd semindre pred Farmaceutickou fakultou Jagellonské univerzity v Krakove
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Uvod
Neinvazivni prenatdlni diagnostika - screening
Invazivni geneticka diagnostika
Cytogeneticka prenatalni diagnostika
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2.1. Uvod

Prenatdini diagnostika (PD), jako soucdst fetdlni mediciny, pfedstavuje soubor metod,
které umozZiiuji diagnostikovat vrozené vyvojové vady (vvv)' u dosud nenarozeného je-
dince, resp. urcit miru pravdépodobnosti jeho poSkozeni. Prenatdlni diagnostika vyuziva
spolupréce fady obor(, pfedevsim biochemie, genetiky, gynekologie a porodnictv{ a nej-
rznéjsich zobrazovacich metod (ultrazvuk, nukledrn{ magnetickd rezonance aj.)

Ptistupy PD lze rozdélit jednak z hlediska ¢asového a z hlediska metodického (obr.
2.1):

Prenatdlni diagnostika z hlediska casové aplikace:

e [. trimestr — diagnostika provddénd do 14. tydne téhotenstvi

e [I. trimestr — diagnostika provddénd do 18. tydne téhotenstvi

o [II trimestr — diagnostika provddénd od 19. tydne téhotenstvi do porodu

Prenatédlni diagnostika z hlediska vySetfovaci metody:

¢ Neinvazivni, tzv. screeningové metody: biochemické vySetfeni krevniho séra matky
a ultrazvuk (ultrazvuk je stdle jednou z nejvyznamnéjsich metod PD-umoZiiuje dia-
gnostikovat fadu morfologickych i fyziologickych odchylek)

e Invazivni, tj. cillené metody (amniocentéza, odbér choriovych klki, kordocentéza,
fetoskopie)

e Specidlni, preinplantacni diagnostika embry{

Laboratorni diagnostika vrozenych vyvojovych vad se opird o tzv. prenatdlni scree-
ning. Screening je zptisob vyhledavani skupiny pacientd se zvySenym rizikem
urcitého onemocnéni. Screeningovy test neni diagnostickym testem.

Vysledek testu vyjadfuje pravdépodobnost postiZeni dosud nenarozeného ditéte.
Napt. riziko 1:2000 znamend, Ze z 2000 Zen bude mit jen jedna Zena dité s vrozenou
vyvojovou vadou (¢fm je druhé ¢&islo nizsi, tim vy3si je pravdépodobnost postiZeni a na-
opak). Vysledky s vy$im rizikem postiZen{ jsou oznacovdny jako pozitivni, zatimco vy-
sledky s niz8{ pravdépodobnosti postiZeni jsou oznacovédny jako negativni. Hranici mezi
pozitivnim a negativnim vysledkem urcuje laboratof, kterd vysledky zpracovava. Casto je
za hranici povaZovéna pravdépodobnost 1:50%, tzn. Ze napf. vysledek 1:30 je povaZovin
za pozitivni, zatimco vysledek 1:100 jako negativn{. Vysledkem screeningu je zédchyt
téhotenstvi s vy$§im rizikem vrozenych vyvojovych vad. Pozitivni vysledek vSak v
Z4ddném pfipadé neznamend, Ze plod je skutecné postiZen. Na zdkladé pozitivity jsou mat-
ce pouze doporucena resp. provedena specifi¢téjsi vySetfeni, jako amniocentéza (odbér
plodové vody), biopsie choriovych klkd apod. VSechna tato cilend vySetfeni jsou invaziv-
ni, a vZdy je s nimi spojeno néjaké procento komplikaci. Napf. v pfipadé amniocentézy je
riziko samovolného potratu 0,5 — 1%.

" vrozené morfologické nebo funkéni odchylky, které presahuji normalni variabilitu a které maji negativni dopad
na Zivot postizeného)
2 http://porodnice.cz/co-je-prenatalni-diagnostika
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Prenatalni diagnestika

N

el NEINVAZIVNI diagnostika | INVAZIVNI diagnostika
gravidity (screening) (cytogenetika)
(tydny) | _
6 — ULTRAZVUK
: : 5
10 — BIOCHEMIE Odbér E
{f nCG, PAPP-A) choriovych klki =
10. -11. tyden {CVS): S
513, tyden i
13 — ULTRAZVUK B
(Bijové projasnéni)
12~ 14, tyden
15 _| . R -
BIOCHEMIE Amniocentéza i
(tzv. Tripl test) (AMC) =1
16.—18. tyden 16.-18. tyden 2
%
18 — iy
ULTRAZVUK ; ra
““"Z?ﬁ;ﬁjfj?;ﬁm Kordocentéza E
18.- 20. tyden (od 20. tydne) il
39 — ULTRAZVUK Placentocentéza 5
{velikosta poloha plodu) (3. trimestr) B
30, tyden n
' -
Obr. 2.1. - Orientacni pfehled zdkladnich prenatdinich vysetfeni a nejoptimdinéjsi doba realizace.
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Screeningovy test by mél byt jednoduchy a snadno proveditelny. Nezanedbatelnd je i eko-
nomickd strdnka, proto by screeningovy test mél byt ekonomicky unosny a mél by byt hrazen
poji§tovnou. U prenatélnfho screeningu je navic velmi ddileZité, aby test nebyl zatéZujici ani pro
matku, ani pro plod.

Pted implementacf screeningového testu, by méla byt posouzena jeho smysluplnost. K to-
mu slouZf nékolik parametrd, které screening charakterizujf.

Senzitivita = detek¢ni (i¢innost DR (detection range) — je definovéna jako podil poctu ne-
mocnych s pozitivhim testem a celkového poctu testovanych nemocnych. Tento parametr ndm
uddva pravdépodobnost pozitivity testu, je - 1i vySetfovand osoba skute¢né nemocna®. Vyjadiuje
procentudlni ¢ast vSech postiZenych onemocnénim, ktef{ byli screeningem odhaleni.
Specificnost — je definovéna jako podil poctu zdravych osob s negativnim testem a celkového
poctu testovanych zdravych jedinc. Tento parametr znamend pravdépodobnost negativniho
vysledku u zdravé osoby* V pifpadé screeningu ndm specifi¢nost urcuje tzv. falesnd pozitivita.

FaleSnd pozitivita — FPR (false positive reaction) je procentudlni ¢4st screeningova-
nych s pozitivnim vysledkem testu, u kterych vSak specifictéjsi diagnostickd vySetfeni ani poz-
déjsi pribéh onemocnéni nepotvrdi.

V idedInim ptipadé by mél test 100% senzitivitu i specificnost, tedy by spolehlivé oddélil
skupinu zdravych od nemocnych. Toho nelze v redlnych podminkdch dosdhnout, proto by
screeningovy test mél byt nastaven tak, aby jeho senzitivita byla 100% na tikor specifity. Takto
nastaveny screening sice zachyt{ vSechny nemocné, ale vzhledem k niZsf specifit¢ oznacime
jako pozitivni i jedince bez onemocnéni s tzv. faleSné pozitivnim vysledkem.

Skute¢nd pozitivita — OAPR ndm pak vyjadfuje pomér mezi spravné pozitivnimi a fales-
né pozitivnimi vysledky. Tato hodnota je mirou prevalence choroby (jednotka 1:n).

V Ceské republice v soucasné dobé probih4 prenatélni screening v I. a II. trimestru. Jako
prvn{ byl plosné zaveden screening v II. trimestru a v podobé jak ho znédme dnes (tzv. Triple
test) probfhd od 90. let minulého stoleti. Screening v 1. trimestru se zacal provddét od r. 2000.
V soucasné dobé hradi pojistovna pouze jeden z téchto screeningli. Ve vétsiné ptipadd, si paci-
entky samy hradf screening v I. trimestru.

2.2. Neinvazivni prenatalni diagnostika (screening)

2.2.1. Prenatélni screening v L. trimestru

Prenatélni screening v I. trimestru, ozna¢ovany jako kombinovany test, se sklddd ze dvou
Casti: biochemického screeningu a ultrazvukového méfeni. Cely test probihd mezi 10. az 14.
tydnem téhotenstvi. Vysledky dil¢ich testl spolu s vékem a anamnézou matky jsou vyhodnoce-
ny pocitatovym programem, ktery stanovi individudln{ riziko vyskytu vrozené vyvojové vady.
Kombinovany test je zaméfen pfedevsim na detekci trizonif (13,18 a 21). V soucasné dobé
se jednd o nejefektivnéj$i samostatny screeningovy test. Ocekdvand senzitivita je 90% pii 3%
faleSné pozitivité.

3 Racek J., et al.: Klinicka biochemie, Praha, Galen 2006,41-45
4 Racek J., et al.: Klinicka biochemie, Praha, Galen 2006,41-45
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Biochemicky screening
OptimdIni nacasovani je mezi 10. — 11. tydnem téhotenstvi. Z krve matky se stanovuje
hladina dvou téhotenskych hormont:

free p hCG - volnd podjednotka lidského choriogonadotropinu.

V podstaté jde o degradacni produkt molekuly hCG . Vyhoda stanoven{ free  hCG je v tom, Ze
béhem prvniho trimestru je pomér free p hCG/hCG 1 —4%. V druhém a tietim trimestru tento
pomér klesd pod 1%. Dynamika vzestupu free p hCG je béhem prvniho trimestru vyraznéjsi
a lépe koreluje s moZnou patologif pfedev$im s trizomif 21.

PAPP — A (Pregnancy associated plasma protein A)

Patff do rodiny plazmatickych protein asociovanych s téhotenstvim (PAPP). Tento enzym,
metaloproeindza z4dvisld na zinku, $tépi IGFBP — 4, 2 a 5 (inzulin like grow factor binding pro-
tein). Stépenfm vznikajf volné IGF, které se uplatiiujf pfi lokalnich proliferadnich reakcich. Tim
se PAPP - A aktivné zapojuje do procesu réstu, diferenciace a reparace, coZ je pravdépodobné
jeho hlavni dloha béhem téhotenstvi. Jeho skute¢nd biologickd funkce zatim nenf Gplné jasna.
Béhem téhotenstvi je produkovan butikami synciotrofoblastu® ve formé dimerického tetrame-
ru. Dvé molekuly PAPP — A jsou spojeny disulfidickymi mistky se dvéma molekulami glykosi-
lované proformy hlavniho bazického eozinofilniho proteinu (pro MBP). Syntéza PAPP — A byla
prokdzana i muZd a netéhotnych Zen, ale pouze v homodimerické formé nevdzané s pro MBP.
Syntéza v téhotenstvi byla prokdzdna jiZ béhem 7. tydne a pokraCuje aZ do porodu. SniZené
hodnoty jsou signifikantni pro trisomie pouze béhem I. trimestru, po 14 tydnu téhotenstvi je
sniZen{ hodnot jiZ diagnosticky nevyznamné.

Ultrazvukovy marker - Nuchalni translucence (NT)

Provédi se mezi 11. a 14. tydnem téhotenstvi.

Nuchdlni translucence neboli §fjové projasnéni je méfeni vzddlenosti mezi oblast{ krku
a podkoZim. V této oblasti se hromad{ tekutina, kterd se na ultrazvuku zobrazuje jako projas-
néni. Pritomnost vétstho mnoZstvi tekutiny v tomto prostoru je spojena s pfitomnostf trisomie,
pfedevsim trisomie 21. Vy3etfenf je velmi ndrocné na kvalitu p¥istroje a na vySkoleni sonogra-
fisty (obr. 2.2.).

Obr. 2.2. - Fyziologicky (a) a patologicky (b) ndlez sijového projasnéni

5 vrstva cytoplazmy s mnoha jadry bez buné&énych hranic na povrchu blastocyty a celého plodového vejce
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2.2.2. Prenatalni screening ve II. trimestru

Ve II. trimestru se rutinné provadi tzv. triple test. Jednd se o biochemické vySetfeni
krve matky, kde se sledujf tfi markery: T-hCG, AFP a nekonjugovaného E3. Optimdln{
nacasovani odbéru matefské krve je mezi 16. - 18. tydnem téhotenstvi.

T-hCG = lidsky choriogonadotropin

Tento glykoproteinovy hormon je produkovdn bufikami synciotrofoblastu. Sklddd se ze
dvou podjednotek a.a 3 (obr.2.3). Podjednotka o je spole¢nd pro hormony LH, FSH a TSH¢,
podjednotka B vykazuje znac¢nou homologii s § podjednotkou LH. TéméF identickd stavba
hCG a LH souvisi s jeho hlavni funkci. Béhem téhotenstvi udrZuje syntézu progesteronu
v corpus lutheum’, ¢imZ pfebird funkci LH. Navic spole¢né s AFP (viz ddle) navozuje
imunologickou toleranci matky k plodu. Jeho syntéza se dd v krvi prokdzat jiz 8. den po
koncepci. Maximdlni hodnoty jsou béhem 8. - 10. tydne téhotenstvi. Poté koncentrace
hCG klesd a zhruba od 22. tydne se udrZuje na stejné hladiné aZ do porodu. Zvysené hod-
noty hCG v II. trimestru provézeji Downtv syndrom (trisomie 21. chromosomu), mola
hydatidosa®, choriokarcinom?, ale také fyziologicky viceCetnd téhotenstvi. Nizké hodnoty
jsou typické pro Edwardstv syndrom (trisomie 18. chromosomu). Mimo to mohou také
znamenat zamlkly potrat nebo intrauterinni smrt plodu.

Obr. 2.3. - Molekuly lidského choriogonadotropinu (hCG)

AFP = alfa - 1 fetoprotein

Jednd se o glykoprotein, ktery slouZz{ jako pfenasec latek nerozpustnych ve vodé. ProtoZe
tim plnf funkci albuminu byvd nazyvdan fetdlni albumin. Jeho syntéza byla prokdzdna jiz
29. den po poceti. Maximélnich hodnot dosahuje ve 30. — 33. tydnu gravidity. Zpoc¢dtku

8 LH= luteiniza¢ni hormon, produkovany adenohypofyzou; FSH= folikuly stimulujici gonadotropni hormon, pro-
dukovany pfednim lalokem hypofyzy; TSH=tyreotropni hormon, produkovany adenohypofyzou

7 Zluté télisko, vznikajici po oplozeni z Graafova folikulu

8chorobna zména trofoblastu, tzv. textacni trofoblastova nemoc

9zhoubny nador trofoblastu
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probihd jeho syntéza v bunikdch corpus luteum, posléze pfedevsim v jdtrech. Diky tomu
slouZi také jako marker patologické propustnosti fetoplacentdrni bariéry a odrdZ{ metabo-
lickou aktivitu plodu. Koncentrace AFP roste u defekti koZniho kryti, protoZe AFP volné
pfechdz{ z oteviené nervové trubice do plodové vody a tim i do krve matky. ZvySené
hodnoty tedy signalizuji poruchy uzavéru nervové trubice (NTD). Kromé NTD mdzZe jit
o celou fadu jinych onemocnén{ jako hydrocefalus, omfalokéla'®, hrozic{ potrat nebo mrt-
vy plod aj. SniZzené hodnoty jsou typické pro Edwardav a Downtv syndrom.

E3 - nekonjugovany estriol

Patif do rodiny steroidnich hormont. Jeho detekce je moZnd v krvi Zen pouze béhem
téhotenstvi. Prekurzorem estriolu je cholesterol matky. V placenté je cholesterol metabo-
lizovén na pregnenolon a takto vstupuje do fetdlnich nadledvinek. Zde je pfeménén na
dehydroepiandrosteron (DHEA) a sulfonovdn na dehydroepiandrosteron sulfdt (DHEAS).
Krvi se pfendsi do jater plodu a dochdz{ k hydoxilaci za vzniku 16 — OH DHEAS. Z fetdl-
nich jater se vraci zpét do placenty, kde dojde ke kone¢né metabolizaci na estriol. Takto
se estriol dostdva do krve matky. V jdtrech matky je estriol konjugovén a nekonjugovana
forma tvofi pouze 10% (viz obr. 2.4.).

cholesterol
matky
PLACENTA
pregnenoclon
NADLEDVINKY
PLODU KONJUGOVANY
estriol - 90%

DHEA —
JATRA PLODU

JATRA MATKY

16-OH DHEAS /
(hydraxyiace) PLACENTA estriol

Obr. 2.4. - Syntéza estriolu v pribéhu fyziologického téhotenstvi

° pupecnikova kyla



Tim, Ze syntéza probihd pfes placentu, nadledvinky a jdtra plodu, slouZi estriol jako
marker metabolické aktivity fetoplacetndrni jednotky'. Nizké hodnoty svéd¢i pro ne-
prospivéni plodu a jsou spojeny se vSemi trisomiemi a se Smith — Lemli - Opitzovym
syndromem (viz ddle).

2.2.3. Vyhodnoceni screeningu

Hodnoty vSech méfenych parametr( se méni s gestacnim vékem'?, proto se pomoci spe-
cidlnich statistickych programi ptepocitdvaji na tzv. mom (multiplies of median) neboli
nédsobky medidnt. Tyto medidny jsou korigovdny na fadu parametrd, které se rovnéz
zaddvaji do programu. VZdy se koriguji na vék a hmotnost matky. V pfipadé vrozenych
vyvojovych vad roste riziko s vékem matky aZ nékolikandsobné (viz tab.2.6). Pokud to
programy umoZiiuji , 1ze hodnoty korigovat i na pocet plodd, rasu, koufeni, diabetes,
umélé oplodnéni apod. Vysledkem je vyhodnoceni rizika pro jednotlivé vvv. Riziko se vy-
jadfuje pomérem 1:n (1:3000, 1:25). Hrani¢n{ hodnota cut — off pro jednotlivé choroby
je stanovena podle poZadavku na hodnotu faleSné pozitivity.

Vrozené vyvojové vady, které jsme schopni screeningovymi testy zachytit, mizeme
rozdélit do 3 skupin:
e Trisomie
e Metabolické poruchy
e Defekty koZniho krytf

Trisomie

Trisomie pfedstavuji skupinu genetickych poruch, pfi kterych je urcity chromosom
v butice ptitomen v poctu 3, misto normdlniho poctu 2. Tato situace vznikne, pokud jed-
na z rodicovskych gamet (pohlavnich bunék) nese abnormdlni pocet chromosomd, tj. 24
misto 23, tedy n+1. Vznikld zygota nese 47 chromosoml misto 46. S Zivotem slucitelné
jsou ndsledujic{ typy autozomdlnich trisomif:

Downiiv syndrom (DS) = trisomie 21 chromosomu

Tato trisomie tvot{ pfibliZné polovinu viech patologif plodu. Incidence je 1:750 az 1:1000.
Diky prenatalni diagnostice ¢inila tato incidence v CR v roce 2007 vice jak 1:2500 na-
rozenych. Celkovd incidence (pokud zapocitéme i prenatdlné diagnostikovand a z téchto
dfivodi ukoncend t&hotenstvi) v CR ale stoupé (viz tab. 2.5.). Pravdépodobné je to ddno
prévé lepsi diagnostikou a hlavné zvySujicim se vékem rodicek'.

" Hajek Z.,Kulovany E., Macek M.: Zaklady prenatalni diagnostiky, Praha, Grada Publishing 2000
2 délka ¢asu, po ktery je Zena téhotna
'3 http://www.vrozene-vady.cz/vrozene-vady/index.php?co=downuv_syndrom
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Rok Narozenych déti Narozenych s DS DS diagn. prenatalné Celkem DS
2001 90978 47 94 141
2003 93685 63 116 179
2006 105831 44 171 215
2008 119570 35 219 254

Tab. 2.5. - Incidence Downova syndromu v CR (pfevzato z http://www.vrozene-vady.cz/vrozene-vady/in-

dex.php?co=downuv_syndrom)

Pacienti s Downovym syndromem maji charakteristicky fenotyp (obr. 2.6.). Jsou ma-
1ého vzristu, majf silny krk a velkou hlavu. Jejich o¢i jsou zeSikmené koZn{ fasou tzv. tieti
vicko, které jim dévad ,mongoloidni vzhled. Jejich dolni Celist je mensi, v dstech maji
velky jazyk, nos je zplostély (velmi ¢asto maji malformaci nosni késtky). Trpi rdznym

stupném mentdln{ retardace, ¢asto se u nich vyskytujf vrozené srde¢ni vady.

Obr. 2.6. - Downiv syndrom - Morbus Down (zdroj http://www.downsyndrom.no )

Vék matky Riziko Vék matky Riziko Vék matky Riziko
v dobé porodu Trisomie 21 v dobé porodu Trisomie 21 v dobé porodu Trisomie 21
20 1:1450 29 1:1050 38 1:150
23 1:1400 32 1:700 39 1:110
26 1:1300 35 1:350 40 1:85

Tab. 2.7. - Riziko Trisomie 21 v zdvislosti na véku (data prevzata z Morris et al 2003)




Edwardsty syndrom = trisomie 18 chromosomu

Incidence tohoto onemocnéni je 3:10 000. V roce 2010 bylo v CR diagnostikovéno
5 pfipadi (http://www.vrozene-vady.cz/). Jedinci s timto syndromem jsou velmi téz-
ce postiZzeni, pfedevsim jsou téZce mentdlné retardovani, Casté jsou deformace obliceje
a koncetin. Podobné jako u Downova syndromu jsou ptitomny vrozené srdecni vady.

Patauv syndrom = trisomie 13 pdru chromosomud

Incidence onemocnénf je 1:10 000. Ze vSech t¥f syndromt je tento typ nejzdvaznéjsi.
Opét zde najdeme téZkou mentdln{ i rstovou retardaci. Typické jsou defekty oci (jsou
malé a velmi blizko u sebe), nékdy mohou zcela chybét.

V CR za rok 2010 nebyl zaznamenén jediny p¥ipad (http://www.vrozene-vady.cz/).

Edward@v i Patauv syndrom vedou k tak zdvaZnym poskozenim, Ze vétsina takovych-
to téhotenstvi je ukoncena spontdnnim potratem.

Metabolické poruchy

Do skupiny metabolickych vvv, které jsme schopni identifikovat pomoci screeningu,
patif pouze Smith — Lemli — Opitz@v syndrom.
Syndrom byl poprvé popsdn v roce 1964. Je to autozomadlné recesivni onemocnéni, které
patfi k nejcastéjsim vrozenym metabolickym vadém. Radf se do skupiny defekt(i post
squalenové biosyntézy cholesterolu. V tomto pfipadé se jednd o defekt enzymu 7 — de-
hydrosterol reduktdzy. Cholesterol je hlavn{ slozkou buné¢nych membrén a myelinu a je
prekurzorem vsech steroidnich hormond a Zlucovych kyselin, proto md tato porucha
velmi pestré klinické projevy'. Vice viz kap. 3. Dédicné metabolické poruchy.

Defekty kozniho kryti
Tato skupina vrozenych vyvojovych vad se projevuje malformac{ mozku, michy a b¥is-
n{ stény. Prenatdlni diagnostika je zaloZena na vySetfovdn{ hladin AFP v krvi matky,
které je soucdsti screeningu v II. trimestru, a ultrazvukovém vySetfeni. Pomoc{ screeningu
detekujeme:
¢ Defekty neuralni trubice NTD (neural tube defects). Pfi¢inou téchto vrozenych
vad je porucha vyvoje neurdlni trubice. Nejvétsi skupinu tvof{ roz$tépy pdtefe — spina
bifida. Podstatou tohoto onemocnéni je porucha uzavieni pdtetniho kandlu. Existuji
dvé formy. Leh¢i uzaviend, prekrytd kiz{ a téZ3f oteviend, kterd postihuje michu
¢ Anencefalie, kdy zcela chybf ¢dsti mozku a encefalokéla, pti které jsou poskoze-
ny membrdnové a kosténé obaly mozku (Hdjek ,Kulovany, Macek,2000). Incidence
téchto onemocnéni je 3:1000. V obdobi 1961 — 2005 bylo v Ceské republice diagnos-
tikovdno celkem 2 647 pfipadl spina bifida, z toho bylo 400 ptipadl diagnostikovdno
prenatdlné a téhotenstvi bylo pfed¢asné ukonceno pro tuto diagnézu (http://www.
vrozene-vady.cz/vrozene-vady/index.php?co=spina_bifida).
Integraci vysledkd 1. a II. trimestru z{skdme tzv. Integrovany screening. Ocekavand
senzitivita je aZ 95% pii 3% faleSné pozitivité. Vyhodou tohoto testu je vyssi senzitivita
a detekce vSech zminénych vvv.

4 Kelley RI., Hennekem RC.: The Smith — Lemli — Opitz syndrom, J Med Genet 2000 May: 37 (5):321 — 335
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Zévér

Prenatdlni diagnostika je v CR na velice dobré drovni. Tim, Ze je prenatalni screening
zaveden plo$né, se vyrazné sniZuje incidence téchto onemocnén{ pfi narozeni. S nékterymi
syndromy se jiZ ve statistikdch nepotkdme. Otdzkou je strategie pffstupu. V soucasné dobé
existujf v CR dva prenataln screeningy. Lékat i téhotn4 Zena si mohou vybrat bud jeden nebo
oba screeningy béhem téhotenstvi. PojiStovna hradi pouze jeden, proto pokud se téhotnd Zena
rozhodne pro oba, musf si jeden uhradit sama. Vétsina gynekologii se pfiklanf k provddéni
screeningu v [. trimestru, protoZe je mnohem senzitivnéj$i a pokud se prokdZe trisomie, je
mozno ukoncit téhotenstvi relativné brzy. Na druhé strané timto screeningem odhalime pouze
trisomie, ale uzZ ne defekty neurdlni trubice ¢i Smithh — Lemli — Opitz@v syndrom. Pokud je
k dispozici zkuSeny sonografista s kvalitnim ultrazvukem je moZno vynechat screening v II. tri-
mestru a pomocf ultrazvukového vySetteni diagnostikovat defekty neurdlni trubice. Ve vétSiné
ordinaci bohuZel nenf k dispozici odpovidajic vybaveni, a proto se stdle jevi jako nejefektivnéjsi
provddét oba screeningy a ndsledné provézt integrovany test.
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2.3. Cytogeneticka prenatalni diagnostika

Analyza chromosom plodu - tzv. prenatdlni cytogenetickd analyza, patif mezi nejcas-
téjS{ provadénd vysetfeni v rdmci prenatdlni laboratorni diagnostiky. Byvé také nazyvdna
»Zlatym standardem®, protoZe navzdory dynamickému rozvoji novych technologif, zGstd-
vé nejkomplexnéjsi a nejlevnéjs{ vySetfovaci metodou v této oblasti.

Cytogenetickd prenatdln{ diagnostika detekuje mikroskopickou technikou zmény
v poctu nebo struktufe chromosom@ plodu, tzv. chromosomaln{ aberace (CHA) a jimi

podminéné patologické stavy.

2.3.1. Chromosomalni aberace

Podle toho, jestli anomélie postihuje celou sadu nebo jen dil¢i chromosomy, klasifiku-

jeme CHA do dvou zdkladnich skupin:

1. Numerické CHA - jsou zpiisobené abnormdalnim poctem chromosomu v bufice

¢ Polyploidie — ndsobky celé chromosomadlni sady. U ¢lovéka napf. misto standardni
diploidie (2n = 46 chromosomt) mtZe patologicky vzniknout triploidie (3n = 69
chromosomtl), tetraploidie (4n = 92 chromosom?)
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Aneuploidie — zména se netykd celé sady ale jen jednoho nebo nékolika chromoso-
mé. Mluvime napf. o trisomii (jeden z chromosomt se vyskytuje ve tiech kopiich)

. Strukturni CHA - jsou zplsobené chromosomdlnimi zlomy. Vysledkem mazZze byt
ztréta, zdvojeni nebo pfestavba pGvodniho chromosomu.

Balancované CHA - pfi pfestavbé chromosomu je zachovdno ptvodni mnoZstvi ge-
netického materidlu (inverze, translokace).

Nebalancované CHA - béhem zlomu chromosomu se zmén{ pGvodni mnoZstvi DNA
(napf. dalece, duplikace, kruhovy chromosom aj.)

Chromosomdln{ aberace jsou vyznamnou p¥i¢inou vrozenych vyvojovych vad i prena-

tdln{ a perinatdlni morbidity (nemocnosti) a mortality (dmrtnosti). Vyskytuji se pfibliZzné
u 0,6 % Zivé narozenych déti. Vice neZ polovina spontdnnich potratl u klinicky rozpo-
znanych gravidit je zplisobena chromosomdlnimi aberacemi, které jsou tak zdvazné, Ze
nejsou slucitelné s Zivotem (letdlni formy CHA).

U embryi vySetfovanych v rdmci preimplanta¢ni genetické diagnostiky (viz kap. 2.4.)

jsou chromosomdln{ aberace, zejména aneuploidie, detekovdny aZ u 70 %.

Podle svého charakteru maji CHA rdzny dopad na fenotyp svého nositele:

Bez efektu mohou byt nékteré CHA typu inverze, balancované translokace nebo
minoritn{ gonosomdln{ mosaicismus.

Neslucitelnost s postnatdlnim Zivotem maji napf. polyploidie a aneuploidie vétSiny
autosomdl.

Rizny typ a rozsah postiZeni plodu zpGsobuji nap?. rizné typy strukturnich abnor-
malit, aneuploidie nékterych chromosom, mosaiky, velké nebalancované transloka-
ce, delece, duplikace aj. Mohou tak vznikat:

poruchy vyvoje centrdlni nervové soustavy

mentdlni nebo psychomotorickd retardace

rlstova retardace, skeletdlnf anomalie,

deformity koncetin a prstd, polydaktylie

poruchy reprodukce nebo sterilita

poruchy vyvoje genitdlu

vrozené srdecni vady

anomalie ledvin, traviciho traktu a dal$ich orgdnt

dysmorfické oblicejové rysy - napt. Sikmé postaveni oci, roz$tép rtu, patra aj.
poruchy nitrodéloZniho vyvoje plodu, spontdnni potraty

poruchy imunity

zhorSend prognéza a zkrdcenf délky Zivota

SO OO OO OO

Chromosomdln{ abnormality obvykle ovliviiuj{ vét$i pocet gend. Geny se mohou bud

vyskytnout ve zménéném poctu kopif nebo byt deletovdny, pferuSeny nebo spojeny s dal-
$fmi geny resp. jejich ¢dstmi. Proto tyto aberace zpravidla nezplsobuji jeden izolovany
defekt, ale mnohocetné postiZeni riiznych orgdnovych soustav a fenotypové projevy jimi
podminéné mivaji charakter syndromd.
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2.3.2. Invazivni techniky odbéru biologického materidlu
pro ucely cytogenetického vySetfeni plodu

Cytogenetické vySetfeni plodu byva provddéno nejastéji v prvnim nebo druhém trimes-
tru téhotenstvi. Jeho cflem je ziskat karyotyp plodu a na zdkladé detailni chromosomadln{
analyzy vyloucit nebo potvrdit ptitomnost CHA, podmiiiujic{ vznik vrozené vyvojové vady.
Vysetieni se provddi nejcastéji z ndsledujicich indikaci:
vék matky > 35 (v dobé porodu)
abnormaln{ biochemicky screening (riziko Downova syndromu 1: 250 ¢i 350)
abnormdln{ ultrazvukovy ndlez (u plodu zménéné mnoZstvi plod.vody)
nosic¢stvi balancované CHA u rodice (riziko nebalancované CHA u potomka)
psychologickd (napf. pfedchozi gravidita s CHA)
molekuldrn{ diagnostika geneticky podminéné choroby
Prenatdini cytogenetické vySetfeni je zaloZeno na tspé$né kultivaci a poté karyotypizaci
bunék plodu, které se ziskdvaji pomoci nékteré invazivn{ metody. A to bud’ odbérem plodové
vody (amniocentéza), biopsif choriovych klk@ (CVS) ¢i pupe¢nikové krve (kordocentéza).

Amniocenéza (AC)

AC je nejobvyklejsi technika odbéru biologického materidlu plodu pro cytogenetické vyset-
fen{. Provad{ se ve II. trimestru gravidity po 16. tydnu, méné obvykld je ¢asnd amniocentéza,
kterou l1ze provést kolem 14. tydne gravidity.

Vychozim materidlem pro cytogenetickou analyzu jsou butiky plodu, které se v priibéhu
téhotenstvi dostdvaji do plodové vody (amnia). Jednd se o buiiky rtzného ptvodu: z kiiZe,
membrdn amnia, bronchopulmondlniho, gastrointestindlniho a uropoetického sytému plodu.

Po odbéru cca 20ml plodové vody, provddéném
transabdomindlné (pifes btisni sténu) pod ultrazvuko- a)
vou kontrolou (obr. 2.8.), je odebrany vzorek v cy-
togenetické laboratofi kultivovdn podle pfisluSnych
protokold. Veskerd laboratornf ¢innost je, stejné jako
u ostatnich kultivacnich technik, provddéna sterilné,
aby nedoSlo béhem manipulace se vzorkem k jeho
kontaminaci. Po ptibliZzné 8 - 10 dennf kultivaci, do-
chézi k narlstu bunécnych kolonif (fibroblastoidni,
fibroepiteloidni, nebo epiteloidni). Kvalita a kvantita
kolonif se pribézné hodnoti a po dostate¢ném narts-
tu je mitotickd aktivita bunék zastavena, prepardt se
zpracovava a findlni sediment se fixuje na mikrosko-
pickd skla. Ta jsou barvena standardnimi pruhovacimi
technikami (nejcastéji G- banding), které umoZzujf
podrobné mikroskopické hodnoceni chromosomalni
struktury.

Obr. 2.8. - Technika odbéru plodové vody - amniocentéza (a) a odbér pupecnikové krve - kordocentéza (b).
Zdroj: www.porodnice.cz/co-je-prenatalni-diagnostika
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Odbér choriovych klka (CVS)

CVS ( z angl. chorionic villus sampling) je technikou, kterou Ize bezpe¢né provadét jiz v I.

trimestru gravidity od 11. tydne. Vzhledem k tomu, Ze vysledny karyotyp je dostupny v asnych
fazich téhotenstvi, stdvd se tato metoda na naSem pracovisti nejCastéji provadénym invazivnim
vykonem.
Vychozim biologickym materidlem pro cytogenetické vySetfeni jsou buriky syncytiotrofoblas-
tu’ nezralé placenty, které jsou ziskdny biopsiii provedenou transabdomindlné pod ultrazvu-
kovou kontrolou. Vzorek je v laboratofi oci§tén od pfimeési matefské krve a kultivovan podle
nékterého z protokold. Nej¢astéjsi je metoda tzv. dlouhodobé kultivace, vyuZivajici fibroblasti
kultivovanych z mezenchymadlnich bunék mezodermu. Po dostate¢ném ndréstu bunécnych
kolonif (cca 10 - 14 dnt) se preparaty zpracovéavaji, fixujf, barvi a analyzujf stejné, jako je uve-
deno u AC.

Kordocentéza

VySetfovanym materidlem je krev z pupe¢niku (vena umbilicalis) plodu (obr. 2.8.). Kordo-
centéza je metodou pozdniho II. trimestru, byvé provddéna aZ po 20. tydnu gravidity. Jednd se
o technicky ndro¢ny odbér, ktery vyZaduje erudici operatéra a kvalitn{ ultrazvukovy pfistroj.
Odebrany vzorek byva Casto kontaminovdn ptimési matefské krve a jeho Cistotu je nezbytné
overit.

Cytogenetické vySetfenf je provadéno z lymfocytl fetdlnf krve metodou 72 hodinové kul-
tivace, analogicky jako u postnatdlniho vySetfen{ lymfocytl perifern{ krve. Karyotyp plodu je
z{skén béhem 4 dnfl a hodnocen stejné jako u vy$e zminénych metod.

2.3.3. Rychlé diagnostické metody nezavislé na kultivaci bunék
plodu

Vysledny karyotyp z klasické kultivace je dostupny pfibliZzné do 10 dnt po odbéru fetdl-
nfho materidlu. V pifpadech, kdy se u plodu ptedpoklddd nékterd z chromosomdlnich aberaci,
je nutné co nejrychleji rozhodnout o dal$im vedenf takovéto gravidity. Situace, které vyZaduji
rychlé teSeni, jsou nésledujict:

e pozitivni biochemicky screening, patologicky ultrazvukovy nélez, pfipadné pokrocily vék
matky, indikujici vysoké riziko autosomdlni trisomie.

e prenatdln{ chromosomdln{ diagnostika je indikovana, ale délka téhotenstvi jiZ pfesdhla 22.
tyden. Cekéni na vysledek kultivace by predstavovalo pfekroceni 24. tjdne gravidity, ktery
je limitem pro ukoncenf téhotenstvf z diivodu genetické indikace.

e téhotnd Zena je ve velkém stresu kvili ocekdvanym vysledkiim z chromosomdlni analyzy
fetdlnich bunék. Zv14sté se jednd o Zeny, u kterych byla diagnostikovand chromosomalni
aberace v pfedchoz{ gravidité.

Tyto komplikované ptipady umoziiujf fesit metody FISH (fluorescenéni in situ hybridizace)
a QF PCR (kvantitativn{ fluorescen¢ni polymerdzovd fetézova reakce), kterymi je mozné odha-
lit aberaci v poctu chromosomt z fetdlnich bunék bez jejich pfedchozi kultivace a tfm vyrazné
zkrétit dobu dostupnosti vysledkl vysetfent.

5 Vrstva cytoplazmy s mnoha jadry bez bunéénych hranic na povrchu blastocyty a celého plodového vejce
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Tyto metody otevirajf cestu k cilenému testovén{ a takto ziskany vysledek je dostupny bé-
hem 2 dnd. Také umozuji detekci aneuploidi u preparétd $patné kvality nebo tam, kde z riiz-
nych divod kultivace selZe. V zdvislosti na indikaci, se kterou pacientka pfichdzi, pak Ize
predejit opakovanému odbéru fetdlniho materidlu, ktery byva spojen s rizikem spontdnniho
abortu (pro tyto pfipady je vhodné uschovat ¢dst odebraného vzorku pro daldi pouZiti, dokud
nenf zndm vysledek). Ani jedna z téchto technik vak nenf v soucasné dobé schopna nahradit
vySetfeni celého karoytypu.

FISH (fluorescence in situ hybridisation)

FISH je moderni, spolehlivd, molekuldrné cytogenetickd metoda, kterd mad Siroké spektrum
pouZiti v prenatdln{ diagnostice, postnatdlni diagnostice, onkogenetice atd. FISH vyuZivd in situ
hybridizace fluorescen¢né znacenych sond s analyzovanou chromosomdln{ DNA probanda'®,
na zédkladé vzajemné vazebné komplementarity.
Jako sondu (prébu) oznacujeme Usek jednofetézcového vidkna DNA, ktery byva nejcastéji
znaceny fluorescencné a je komplementdtn{ k vySetfované DNA. Sondy mohou byt:
e centromerické - hybridizuji s vysoce repetitivnimi sekvencemi tzv. alfa a beta-satelitni
DNA, kterd je pfitomnd v centromerickych oblastech lidskych chromosom
¢ celochromosové, oznacované také jako malovaci - hybridizujl po celé délce chromoso-
mu
¢ lokusové specifické neboli genové.
Schematicky je princip FISH zndzornén na obrdzku 2.9.

Obr. 2.9. - FISH - (fluo-
Fluoresence In Situ Hybridization Ba rescence in situ hybridi-
B sation)

Vzorek DNA (metafdzni
chromosomy nebo jddra
v interfdzi), fixovany na
podlozni sklicko, je nej-
prve denaturovdn (odde-
leni  komplementdrnich
vidken standardné uspo-
fddanych do dvousrou-
bovice DNA). Stejné tak
Je denaturovdna i fluo-
rescencné znacend son-
da, kterd se poté pridavé
k denaturovanému vzor-
ku. Dochdzi k procesu
zvanému  hybridizace,
kdy se sonda preferencné
navazuje na cilovd mista analyzované DNA (angl. reannealig). Po ndsledném odmytt (odstranéni nespecificky
navdzanych zbytki sondy) a podbarveni je preparat vizualizovén ve fluorescencnim mikroskopu, kde jsou Cdsti
detekovanych chromosomii zobrazovdny jako jasné svételné signdly v barve pouZitych fluorochroma.

V prenatdln{ diagnostice je metoda FISH nejvice vyuzivdna k rychlému vyloucen{ aneuploi-
dif, velmi uzite¢nd je také pfi odhalovdni chromosomdlnich piestaveb a mosaik. Rychle testovat
vybrané aneuploidie metodou FISH mtiZeme na interfdznich jédrech (tedy na klidovych jédrech

'6 vySetiovany jedinec, potencialni nositel genetické vady; ,ten, kdo je vySetfovan“
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nedélicich se bunék) nejastéji z nekultivovanych amniocytl. FISH na metafdznich chromoso-
mech (délicf se jadra) umoziiuje také diagnostiku strukturdlnich zmén na submikroskopické
trovni (napf. mikrodele¢ni syndromy jako jsou napf. Prader - Willi, Angelmandv syndrom),
které nejsou klasickou cytogenetikou analyzou odhalitelné nebo stanoveni ptivodu markeru
chromosomu. Vysledky ziskané touto metodou jsou dostupné zpravidla do 24 hod.

Komplikace FISH
Kontaminaci vzorku materndlni tkdni pti hodnoceni prepardtu nelze odliSit materndln{
buriky od fetdlnich.

QF PCR (kvantitativni fluorescencni polymerdzova retézovd reakce)

Metoda QF PCR ( quantitative fluorescence polymerase chain reaction) pro rychlou prena-
taln{ detekci nejcastéjsich aneuploidif (zahrnujfci chromosomy 21, 18 a 13) a pro detekci pohlavi
(X, Y) je zaloZena na vyuZitf tzv. STR (short tandem repeats - krétké tandemové repetice) marke-
rd. Jednotlivé chromosomy jsou charakterizovany polymorfismy sekvenci mikrosatelitnf DNA
oznacovanymi jako STR. Tyto sekvence DNA jsou pro Gcely QF PCR znaceny fluorescencné.
Tato technika umozZiiuje rychlou detekci nejcastéjsich chromosomdlnich abnormalit z velmi
malého mnoZstvi fetdlnich bunék v idedlnim p¥ipadé jesté v den odbéru vzorku.

Casovy prehled metod genetické diagnostiky ukazuje obr. 2.10.

Biologicky material

» * periferni lymfocyty
_ —" (zadatelé, popf. pfibuzni)
Prekoncepcni vysetreni % - oocyly '

* = spermie
* = |. polarni télisko

Prenatalni
(od splynuti gamet po porod)

= |I. polarni télisko
— Preimplantaéni é * blastomery
{od oplozen| po nidaci) * trofoektoderm blastocysty
' = choriové kiky
i —* Postimplantacni = plodova voda
(o< nidace po pored) = fetalni krev

= fetalni biopsie

Postnatalni (po porodu) '<' E'r:;s'e
= 1

Obr. 2.10. - Formdini clenéni genetické diagnostiky vzhledem k dobé provedent
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Kazda prenatdlné odhalend odchylka v chromosomové vybavé je vZdy peclivé konzultova-
na s téhotnou pacientkou a veSkeré dalsi ikony se provadi po jejim dikladném informovéni
0 moznych dasledcich tohoto nélezu, pfi zvdZeni vSech rizik a mozZnych zplisobech fesent. Je
navrZen dalsi postup v péci o geneticky rizikové téhotenstvi. O moZném ukonceni gravidity v
piipadé zdvazného patologického ndlezu rozhoduje pacientka po domluvé s 1ékafem.

2.4. Preimplantacni geneticka diagnostika

Preimplanta¢ni genetickd diagnostika (PIGD) je povaZovdna za nej¢asnéjsi formu genetické
diagnostiky. Je to biomedicinskd disciplina vznikld v devadesatych letech, kterd umoZziiuje
geneticky vySetfit embryo vzniklé technikou in vitro fertilizace (IVF)"” v nejcasnéjsich sta-
diich vyvoje, jesté pted jeho transferem do matefské délohy, tedy pfed vznikem gravidity.
Pod pojmem PIGD rozumime vSechna genetickd vySetfeni provddénd v perikoncepénim
obdobi, zahrnujici jak vySetten{ embryondlnich bunék, tak gamet.

PIGD umoznuje partim, jejichZ potomci jsou v riziku genetického postizeni, mit zdra-
vé déti, bez nutnosti umélého ukoncenf gravidity, jak tomu je v ptipadé prenatdini detek-
ce zdvazné genetické abnormality.

Historie PIGD

Koncem osmdesatych let minulého stoleti bylo zjisténo, Ze Setrné odejmuti 1- 2 blas-
tomer z osmibuné¢ného embrya neovlivni jeho dalsf vyvoj.

Prvni experimenty byly provddény s cilem umoZnit preimplanta¢ni diagnostiku one-
mocnénf vdzanych na X chromosom. Prvni dspéSnou PIGD bylo stanoveni pohlavi em-
bryi, tzv. sexing, u pfenaSecek X- vézanych onemocnéni, kdy bylo pouZito stanoveni
Y-specifickych sekvenci pomoci polymerdzové fetézové reakce (PCR).

Ve stejné dobé piedstavil jiny tym odliSny pfistup k PIGD - biopsii a vySetieni poldrni-
ho téliska, rovnéz za ucelem sexingu u X vdzanych onemocnéni.

V roce 1991 byla pro ucely PIGD poprvé vyuZita technika fluorescen¢ni in situ hybri-
dizace (FISH). Metoda byla modifikovdna vyvinutim dudlni techniky, kterd poprvé pouZzi-
la soucasné biotinylovanou sondu k detekci chromosomu X a dvé digoxigeninem znacené
sondy k detekci chromosomu Y.

Prvni preimplantacné diagnhostikovanou monogenni chorobou byla cystickd fibréza
a jejich pocet kazdoro¢né pfibyval aZ na dnednich vice nez 45.

Indikace k PIGD
Preimplanta¢ni genetickd diagnostika je indikovdna v ndsledujicich situacich:

e Pfftomnost mutace zplsobujici nékteré zdvazné monogenn{ onemocnén{ u jednoho
nebo obou partnert

e Pf{tomnost vady s vazbou na X chromosom (stanovuje se pohlavi plodu)

e Pfitomnost reciproké nebo Robertsonské translokace v karyotypu jednoho nebo obou
partner

7 za zasluhy na vyvoji techniky umélého oplodnéni byla v r. 2010 Robert G. Edwardsovi udélena Nobelova
cena za fyziologii a medicinu
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e Neobstrukén{ azoospermie (testikuldrni selhdni, kdy je produkce spermif vyrazné ab-
normdln{ a m4 za nédsledek nepfitomnost spermifi v ejakuldtu'®
e /vySené riziko chromosomadlnich aneuploidif
¢ ndlez chromosomdlni mozaiky v karyotypu Zadatell
¢ opakované spontdnni potraty v ¢asnych fazich gravidity
¢ opakované selhdn{ IVF cyklt
e Alternativné také vysoky vék matky

Priprava a zpracovani biologického materidlu pro PIGD

PIGD je provddéna v rdmci procesu in vitro fertilizace, jejiZ bezprostiedn{ soucésti je
prace se spermiemi a oocyty, proto diagnosticky proces m@iZe zahrnovat také prekoncepc-
n{ vySetfeni gamet a poldrnich télisek.

Tato vySetfenf je moZné provadét pouze v mezioborové spolupréci gynekologt - speci-
alistl v oboru IVF, embryologi a genetikli za pouZiti mikromanipula¢nich technik asisto-
vané reprodukce. Oplodnénd zygota nese jedine¢ny kompletn{ genom budouciho jedince,
vytvofeny splynutim rodicovskych chromosomadlnich sad. Tfet{ den po in vitro oplozen{
se povazuje za nejvhodnéjsi dobu pro biopsii blastomer (bunék embrya). Ve stadiu Sesti
aZ osmi bunék je embryo totipotentni, md nejvyssi pocet nekompaktovanych blastomer
a riziko jeho poSkozen{ je nejniz8i. Odbér blastomer Ize provddét nékolika moZnymi mi-
kromanipula¢nimi postupy a odebird se jedna maximélné dvé butiky (obr. 2.11.) Vzhle-
dem k tomu, Ze embryo lze in vitro kultivovat pouze omezenou dobu, je hutné provést
diagnostické vysetteni co nejrychleji. Zatimco embryo zGstdva v termostatu v kultivaénim
médiu, odebrané blastomery se vySetiuji s ohledem na poZadovany typ diagndézy nékte-
rou z metod pouZivanych v PIGD.

Obr. 2.11. - Postup pri zis-
kdvént blastomery pro ucely
preimplantacni diagnostiky.
K ziskdnt blastomery se po-
uzivd pristroj zvany mikro-
manipuldtor, vybaveny tremi
drzdky ndstroji. Na obrdzku
1 vidime prorezdvédni otvoru
v zoné obklopujici embryo,
timto otvorem vsune embry-
olog pipetu (obr. 2), kterou
vysaje z embrya jednu blas-
tomeru (obr. 3). Na obrdzku
4 muzeme spatfit volnou
blastomeru po jejim vypuze-
ni z pipety.

Zdroj:
http//www.repromeda.cz/
preimplantacni-geneticka-
diagnostika.html

'8 dfive byli tito muzi povazovani za neplodné; pozdéji byl prokazan vyskyt spermii v testikularni biopsii
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WyuZiti metody FISH v preimplantacni diagnostice

Vzhledem k tomu, Ze FISH lze pouZit nejen na metafédzickych chromosomech, ale
také na interfdznich bunécnych jddrech, a Ze metoda nenf oproti PCR tak citlivd na ¢istotu
laboratornfho prosttedi, zacala se FISH pouZivat od pocdtku devedesatych let i v PIGD.

FISH umozZtiuje uréeni pohlavi plodu. V ptipadé, kdy matka je pfenaSeckou onemoc-
nénf vdzaného na chromosom X, je proveden transfer pouze embryi Zenského pohlavi,
kterd jsou bud zdravd nebo chorobu pfendseji, ale nebudou touto chorobou postiZena.

Déle umozZiiuje FISH detekci embryi, kterd nesou nestandardni chromosomadlni vy-
bavu, jeZ by znamenala téZké postiZen{ plodu nebo by byla neslucitelnd s postnatdlnim
Zivotem. Jednd se zejména o chromosomdln{ aneuploidie a nebalancované Robertsonské
nebo reciproké translokace Pokud je u embrya detekovdna chromosomdlni aneupoloidie
nebo nebalancovand forma translokace je vylouceno z transferu.

V soucasné dobé se k preimplantacni detekci aneuploidii technikou FISH pouZivé
nejcastéji dvou komercné dostupnych kitd, z nichZ kazdy obsahuje pét sond. Bud Mul-
tiVysion PIGT k detekci chromosomt 13, 18, 21, X, Y, nebo MultiVysion PB (Vysis Inc.,
USA) k detekci chromosom@ 13, 16, 18, 2 a 22 . K detekci samotnych gonosomt se
vyuzivaji vétSinou centromerické sondy specifické pro X a Y chromozomy. K odhalen{
Robertsonskych translokaci se pouzivd dvou rzné znacenych sond, prvni z oblasti bliz-
ké mistu zlomu na jednom z translokovanych chromosomd, druhou ze subtelometické
oblasti druhého chromosomu. K detekci reciproké translokace jsou nutné tii sondy: dvé
v misté zlomd bliZ k centromefe a tietf na jedné z telomer naproti mistu zlomu. Dvé ze
tt{ sond mus{ mit odli§nou barvu a musi byt mozZné je pouZit soubézné.

Timto zplsobem Ize odlisit embrya nesouci nebalancovanou pfestavbu od zdravych,
nelze vSak odhalit nositele balancované formy translokace. Reciproké translokace jsou
u rliznych pacientl rzné a pro kazdy novy pfipad musi byt zakoupena nebo pfipravena
novd smes sond.

Etika a prdvni status PIGD

PIGD, jakkoliv je jejf pfinos pro oblast klinické genetiky a reproduk¢éni mediciny znac-
ny, stdle vyvoldvd oprdvnéné diskuse o mozném eugenickém zneuziti. Pracuje se pfi ni
pfedevsim s lidskymi embryi, které se na zdkladé diagnostickych vysledkt rozdélujf na
ta, kterd jsou vhodnd k transferu a ta, u kterych je odhalena patologie a jsou z transferu
vyloucena jako ,,nevhodnd*“. Prdvni status embrya, kriteria hodnocen{ PIGD, mira ,repro-
dukénf{ svobody*“ pérh s postiZenimi, kterd nenesou zévazny dopad na fenotyp potomki
a zdsady zachdzeni s ,nevhodnymi“ embryi jsou témata, kterd jsou stdlym pfedmétem
odbornych debat. Rychle pfibyvajici nové poznatky z oblasti funkén{ genomiky vedou
k dvaze, jaky bude skute¢ny dopad PIGD a k nutnosti jasné vymezit jeji prdvn{ rdmec.

Etickymi a dal$imi aspekty PIGD se zabyvd Evropskd spolecnost pro lidskou repro-
dukei - European Society of Human Reproduction (ESHRE) PGD Consortium, kterd byla
zaloZena na setkdni odbornik® v Edinburgu 1997, jejiz fidici vybor pravidelné sbird, vy-
hodnocuje a publikuje data z evropskych PIGD center.
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3. DEDICNE METABOLICKE
PORUCHY A TEHOTENSTVI

Uvod
Dédi¢né metabolické poruchy matky-vliv na matefsky organismus
Dédi¢né metabolické poruchy matky-vliv na vyvoj zdravého plodu
Metabolické poruchy plodu
Novorozenecky screening dédi¢nych metabolickych poruch

OD FYZIOLOGIE K MEDICINE
Integrace védy, vyzkumu, odborného vzdéldvani a praxe
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*
*
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EVROPSKA UNIE fond v CR MLADEZE A TELOVYCHOVY  pro Konkure pnost RUNERSY

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
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3.1. Uvod

Tehotenstvi je vzhledem k rychlému riistu plodu a placenty nutricné a metabolicky
velmi ndro¢nym procesem. Metabolismus matky a ditéte jsou vzdjemné propojeny a vza-
jemné se vyznamné ovliviiuji. Dédi¢né metabolické poruchy (DMP) u matky ¢i plodu tedy
zdsadné ovliviiuji priibéh téhotenstvf a vyvoj plodu.

Vétsinu DMP dnes 1ze prenatdlné diagnostikovat v prvnim nebo druhém trimestru.
K vySetteni moZnosti DMP se pfistupuje hlavné u Zen, kdy je riziko zndmé z rodinné
anamnézy. Nejcastéji tomu byvd v pfipadé vyskytu DMP u star$iho sourozence. Diagné-
zu u plodu mdZeme stanovit metodami molekuldrné genetickymi nebo biochemickymi.
V ptipadé znalosti kauzdlnich mutaci v pffbuzenstvu pfedstavuji DNA metody spolehlivy
ndstroj prenatdlni diagnostiky. Dal${ moZnosti je uréen{ enzymové aktivity v tkdni, kde se
ptisluSny enzym fyziologicky exprimuje. V praxi se pouzivaji nativni i kultivované chori-
ové klky, kultivované amniocyty, vzdcnéji pak napt. fetdinf jdtra nebo pupecnikové krev.
V nékterych piipadech se stanovuji koncentrace metabolitt pfimo v plodové vodé.

Prenatdlni diagnostika DMP nabiz{ rizikovym pdriim moZnost mit nepostiZené potom-
stvo. Pokud je prokdzdna DMP u plodu, je rodiné nabidnuto ukoncen{ t€hotenstvi. Jen ve
sporadickych pfipadech byvé pristupovdno k prenatdlni 1é¢bé, napt. poddvdni vitaminu
B, u responsivni metylmalonové acidurie nebo fetdlni intravendzni a intraperitonedlni
suplementace cholesterolu u Smith-Lemli-Opitzova syndromu.

Indikace vySetfeni DMP probihd v nasledujicich pfipadech:

* opakované potraty

e nitrodéloznim dmrti plodu

e intrauterinnf rstové retardaci

e preeklampsie (téhotenskd toxikéza projevujici se hl. otoky, proteinurif a hypertenzi)

e recidivujici téZké HELLP" a AFLP%,

e infarkt a abrupce (odlouceni) placenty

e trombdza v Sestinedél{

e defekty neurdlni trubice

e equinovardézni postaveni nohou plodu (polohové vady/deformace nohou plodu)

e rozStépech rtu s/bez rozstépu patra

e kombinované vrozené vady

e mikrocefalii (abnormdlné mald, symetrickd hlava)

* nizkd porodni vdha plodu

e fetdlnf hydrops (nadmérnd vodnatelnost plodu vznikajic{ pfedevsim p#i hemolytické
anemii)

e dysgenezi corpus callosum (naruSeni hmoty propojujici pravou a levou hemisféru)

o defekty cerebrdln{ migrace (poruchy vyvoje mozku)

' Hemolysis, Elevated Liver enzymes, Low Platelets — vazna komplikace téhotenstvi; projevy: nevolnost, ina-
va, hemolyza krvaceni, otoky

20 Acute fatty liver of pregnancy — vazna jaterni onemocnéni v téhotenstvi; porucha metabolismu mastnych
kyselin
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3.2. Dédi¢né poruchy metabolismu matky
— vliv na matefsky organismus

3.2.1. DMP vedouci k porucham reprodukce

Stéle vétsf mnoZstvi 1éCenych pacientek s dédi¢nou metabolickou poruchou (DMP) dosahuje
dospélého véku, nachdzi partnery a zvaZuje své reproduk¢ni moznosti. V téchto pfipadech je
po genetické konzultaci s urenim rizika pro potomky indikovdno gynekologické vySetfeni se
zaméfenim na schopnost fertility.

Klasickym pfipadem neplodnosti zptisobené DMP je galaktosémie?, kterd byvd bézné kompli-
kovdna pfed¢asnym ovaridlnim selhdnim [GitzeLmann, 2000]. Nejvhodnéjst cestou k vlastnimu
ditéti je pak darované vajicko. V posledni dobé vedly k uspéSnému otéhotnéni stimulace rekom-
binantnim folikuly stimulujicim hormonem.

Nejlépe popsanou metabolickou poruchou se snizenou fertilitou je glykogendza typu I (GSD
1% U pacientek s GSD jsou Castym ndlezem polycystickd ovaria a sekundarni oligomenorrhoea,
vedoucf k subfertilité.

K dalsim DMP, u nichz byly popsdny poruchy ovulace, sterilita a také habitudln{ potrdcen{
patfi napt.
¢ Wilsonova choroba - dédi¢né metabolické onemocnéni postihujici jétra a nervovou sousta-

vu
¢ Hyperhomocysteinémie — hromadéni aminokyseliny homocysteinu. Vysoké krevn{ hladi-

ny homocysteinu, mohou vyustit v rtizné trombotické komplikace, vedouci k opakovanym
spontdnnim potratim, abrupci placenty nebo preeklampsii (Voriser, 2000). Zplisobuje ne-
plodnost, kterd je nésledkem poruchy chemické reakce pfi priiniku spermif do vajicka.

3.2.2. DMP postihujici organismus matky

Primdrnim cilem péce o nastdvajic{ matku s metabolickou poruchou by mélo byt udr-
Zenf matky v dobré kondici monitorovanim dostupnych metabolickych markerd, sledova-
nim védhového pfirstku a opakovanym zhodnocovdnim nutri¢n{ terapie v pravidelnych
intervalech. Fetdlnf i materndlnf ndroky na proteiny béhem téhotenstvi stoupajf, coZ zpt-
sobuje vets{ proteinovou toleranci u Zen postiZenych nékterymi organickymi aciduri-
emi, jako je napf. leucinéza, poruchami mocovinového cyklu, metylmalonovou acidurif
a homocystinurii. Nesmime zapomenout ani na to, Ze Zeny s metabolickymi poruchami
mohou byt také postizeny vSemi dal$imi téhotenskymi komplikacemi, pozorovanymi
u Zen zdravych, napf. téhotenskou hypertenzi a diabetem.

Poruchy mitochondrialnich respiracnich fetézct mohou mit za ndsledek $iroké
spektrum komplikaci od nepostupujictho porodu (pfes augmentaci oxytocinem) aZ po
progresivni kardiomyopatii a encefalopatii. Téhotenstvi mize vyvolat komplikace i u pa-
cientek se subklinicky probihajic{ poruchou. Po porodu pak zpravidla dochédzi k odeznéni
klinickych potiZi (BErkowiTz, 1990 YANAGAWA, 1998).

2! autosomalné recesivni onemocnéni-porucha metabolismu galaktosy
2 defekt enzymatické aktivity glukosa-6-fosfatazy; akumulace glykogenu v jatrech, svalech a ledvinach
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Hyperamonémie? béhem téhotenstvi nebo po porodu mohou byt pfi¢inou postizeni
CNS. Situaci Ize pfedchdzet dietetickymi opatfenimi - sniZenim pffjmu proteind.

Hlavni snahou pti 16¢bé glykogenéz (hromadéni glykogenu) je pfedchdzet hypo-
glykémifm (BErkowitz 2000, Mairovitz 2002) , coZ byva feSeno nocni vyZivou pomoci
nasogastrdlni sondy, suplementaci kukuficného $krobu nebo aZ celkovou parenterdlni
vyZivou. Béhem téhotenstvi jsou kontraindikovdny inhibitory angiotensin-konvertujictho
enzymu, uzivané pfi poruchdch metabolismu glykogenu, nebof mohou zplisobit postizeni
ledvinnych funkci plodu. Jejich vysazenim vSak vystavujeme matku riziku vyskytu rendl-
nich komplikac{ a hypertenze. V diisledku této nedostate¢né kontroly metabolismu pak
mtZe dojit k progresi trombocytopenie a riziku velké krevni ztréty p¥i porodu.

Laktatova acidéza spolu s hypoglykémii se vyskytuje jako dlsledek deficience
dehydrogendzy acyl-CoA kyselin se stifedné dlouhym fetézcem (medium-chain acyl-CoA
dehydrogenase deficiency; porucha B-oxidace mastnych kyselin). Jako 1é¢ba se pouZivaji
glukézové infuze, suplementace karnitinu a vitaminu B12.

Anémie a trombocytopenie se mdZe vyskytnout pfi lysinurické intoleranci proteint
(transportni porucha dibazickych aminokyselin). Onemocnén{ byvé ¢asto komplikovdno
preeklampsif a zvySenym rizikem peripartdlni hemoragie (krvdceni béhem téhotenstvi).
Progrese anémie a trombocytopenie v souvislosti s téhotenstvim mtzZe vést k silnému po-
porodnimu krvdcen{ u Gaucherovy choroby typu [. Hemoragické komplikace u pacientek
s tfmto onemocnénim jsou ale naopak vzdcné, jestlize v obdobi pfed téhotenstvim pod-
stoupily splenektomii. Dal$im charakteristickym znakem této poruchy béhem gravidity je
hepatomegalie, kterd miZe vést k rozvoji portdlni hypertenze a ascitu (tekutina v dutiné
bti8ni) (FasouLioTis, 1998).

3.3. Dédi¢né poruchy metabolismu matky
— vliv na vyvijajici se zdravy plod

Nejzndméjsim ptipadem, kdy DMP matky negativné ovliviiuje vyvoj plodu jsou po-
ruchy metabolismu fenylalaninu, ktery se hromad{ v télnich tekutindch a poskozuje
piedeviim CNS plodu (materndlnf hyperfenylalaninémie — HPA, materndln{ fenylketonu-
rie - PKU). Vétsina fenylketonuri¢ek nedrZi v dospélosti nizkofenylalaninovou dietu. Tato
skute¢nost v kombinaci s nepf{znivym plazmatickym fetdlné/materndlnim gradientem
fenylalaninu zpasobuje poskozeni duSevniho vyvoje plodu . Riziko mentdlni retardace
ditéte je tak zvySeno az 20krdt. Pro mikrocefalii a vrozené srdecni vady je toto riziko
15ti ndsobné. Nizkd porodn{ vdha, ageneze corpus callosum a facidlni dysmorfie jsou
dal$imi moZnymi disledky vysoké hladiny fenylalaninu v krvi matky v dobé t€hotenstvi.
Pf{snd dietn{ opatfenf tfi mésice pfed pocetim a béhem t€hotenstvi sniZuji riziko postiZzen{
plodu na srovnatelné s normdln{ populaci (LENKE 1980, DroGARI, 1987), Management
téhotenstvi pacientky s HPA/PKU musi byt svéfen do rukou odbornika s dostate¢nym
laboratornim zdzemim.

2 skupina dédi¢nych metabolickych poruch, u kterych dochazi k naruseni detoxifikace amoniaku v organismu
za vzniku mocoviny
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Podobné i nelécend tyrozinémie II. typu u matky m@Ze mit za ndsledek narozenf dité-
te s mikrocefalii, hypopldzif** h ornf Celisti a opoZdénym mentdlnim vyvojem. Pozitivni
efekt md dieta bez fenylalaninu a tyroxinu.

Poruchy metabolismu homocysteinu jsou spojeny s vy$sim rizikem postiZeni plodu
srde¢nimi vadami, defekty neurdini trubice, dysmorfiemi a mohou vést i k Gmrti plodu.
Ke sniZenf rizika vyskytu téchto komplikaci je tfeba poddvat foldt a vitaminy B°a B , dva
mésice pted koncepci a v I. trimestru téhotenstvi (VoLLset, 2000).

Také metylmalonovd acidémie je spojovdna s nitrodéloZn{ riistovou retardac{ a poru-
chou riistu postnatdlné, mentdlnf retardaci, postnatdlni dysbalanci tekutin a kématem.

Na tomto misté je nutno se zminit o dalsf rizikové skupiné, kterd se nep¥imo vztahuje
k metabolickym poruchdm. Zdravotn{ rizika u matek vegetaridnek, a pfedevsim vega-
nek, vyplyvaji zejména z nedostate¢ného nutri¢niho pffjmu vitamind B, a D, nékterych
aminokyselin, vépniku, Zeleza, zinku, jodu, esencidlnich mastnych kyselin a energie. De-
ficitni pffjem vySe uvedenych nutrientd miZe negativné zaséhnout do intrauterinnfho
vyvoje plodu a homeostdzy organismu gravidni Zeny. Deficit se typicky manifestuje jako
téZkd megaloblastickd anémie a téZké poruchy myelinizace vedouci k mentdln{ retardaci.
Uprava vyZivy a doddni vitaminu B12, nap¥. vhodnou suplementaci, méiZe zabranit u ve-
getaridnek vzniku fady podobnych patologickych stavi [HRoNEK 2005]

3.4. Metaboliské poruchy plodu
Vliv DMP plodu na vyvoj ditéte

Diky mat¢inu normdlné fungujicimu metabolismu je plod s vrozenou metabolickou
poruchou vétsinou chrénén placentou pfed akumulac{ metabolitl, které mohou mit po-
tencidlné teratogenn{ ucinky. I ptes tuto kompenzaci se vSak vyskytuji pfipady, kdy me-
tabolickd porucha u plodu md za ndsledek téZké vyvojové postizeni. Mohou to byt rizné
vrozené malformace a strukturdln{ defekty mozku, fetdln{ kardiomyopatie, hydrops a ta-
ké nitrodélozni tmrtf plodu [WALTER, 2000].

Vady zptsobujici non-imunni fetdlni hydrops
Hydrops fetalis (vodnatelnost plodu) je jednim z Castych nédsledkt riznych metabolickych
chorob plodu, napf. poruchy glykosylace typu Ia (D Koning, 1998, NisseNkorN 2001) ly-
sosomdlnich stfddavych chorob (BonDUELLE 1991, Koorer 2006) , Smith-Lemli-Opitzovy
choroby?®, kongenitdln{ erytropoetické porfyrie (DaikHA-DAHMANE, 2001), glykogendzy
typu IV a deficitu karnitinu (STEENHOUT, 1990).

Vady zpusobujici morfologicka postiZeni plodu

Déti s vrozenymi metabolickymi poruchami se dffve povazovaly za fenotypové nor-
maln{ pfi porodu, nebot typicky se dysmorfie vyvijeji aZ v prvnich mésicich Zivota. Dnes
je jasné, Ze DMP mohou byt spojeny s charakteristickymi perinatdlnimi fenotypovymi

24 neuplny/nedokonaly vyvoj organu
2 dédicné onemocnéni — porucha syntézy cholesterolu; variabilni projevy, ¢asté organové malformace a men-
talni retardace
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projevy, coZz naznacuje, Ze metabolickd nerovnovdha in utero mutZe naru$it normdlni
pribeéh fetdlniho vyvoje. Télesné dysmorfie, zejména facidlni, byly popsdny u onemoc-
nénf spojenych s poruchami biosyntézy cholesterolu (Smith-Lemli-Opitzova choroba)
(Cunnirg, 1997, MamoN 1999), mevalonové acidurie, deficitu fumardzy a pyruvétdehyd-
rogendzového komplexu (NisseNkORN 2001, RosiNsoN, 1987), poruch mitochondridlnich
a peroxizomdlnich (BAMFORTH, 1994, Volpe, 1972),, lysosomdlnich stfddavych chorob
poruch glykosylace typu la a metabolismu nékterych organickych kyselin (glutarové aci-
démie typu II, 3-hydroxy-isobutyrové acidurie).

Vady postihujici vyvoj mozku

Vyvoj mozku je komplexn{ a vysoce zranitelny proces. U vSech fetdlnich poruch meta-
bolismu, které jsou spojeny s fetdlnim hydropsem nebo dysmorfiemi, miZe dojit k agenezi
corpus callosum. Toto postiZeni je ddle charakteristické pro Menkesovu chorobu a neke-
totickou hyperglycinémii. Hypoplazie cerebella a hlavné vermis souvisi s kongenitdlnimi
poruchami glykosylace typu la (HoLzeacH, 1995, NissenkorN, 2001). Pontocerebeldrni
hypoplazie byla popsdna v souvislosti s deficity enzymt respira¢nich fetézct (De Koning
1999). Makrocefalie postihuje déti s glutarovou acidémif typu I a chorobou Canavanové.
Naproti tomu mikrocefalie byla popsdna u deficitu 3-fosfoglycerdtdehydrogendzy.

Vady postihujici ostatni organy

Vrozené srdecni vady, napf. kardiomyopatie, se vyskytuji u peroxizomdlnich poruch,
Smith-Lemli-Opitzovy choroby, glykogendézy typu II, deficitu karnitinu nebo karnitinpal-
mitoyltransferdzy (typ II) (DRevAL, 1994). Deficit karnitinpalmitoyltransferdzy (typ II)
a peroxisomdln{ poruchy spolu s glutarovou acidémif typu II mohou byt zodpovédné za
tvorbu rendlnich cyst. Hepatosplenomegalie nebo hepatomegalie je ptiznakem lysosomdl-
nich stfddavych chorob, peroxizomdlnich poruch, deficitu mevalondtkindzy nebo konge-
nitdln{ erytropoetické porfyrie. Splenomegalie je vZdy ptitomna u Gaucherovy choroby.
Katarakta se m@Ze vyskytnout pfi X-vdzané chondrodysplasia punctata nebo mevalondt-
kindzovém deficitu.

Vady, které mohou vést k nitrodéloZnimu amrti plodu

O vice metabolickych poruchdch je zndmo, Ze zpGsobuji mrtvorozenost. Vétsina
Z nich je spojovdna s nonimunnim fetdlnim hydropsem. Dodnes nenf Zddnd studie vyhod-
nocujicf DMP jako pfi¢inu smrti in utero u nehydropickych plodd, ale je pravdépodob-
né, Ze se takto déje (WAGNER, 2002). Mrtvorozenost nebo ¢asné umrti plodu po porodu
bylo popsdno u lysosomdlnich stfddavych chorob, defektu mitochondridlnich dychacich
fetézcd, deficitu pyruvdtdehydrogendzového komplexu, deficitu mevalondtkindzy, Smith-
Lemli-Opitzova syndromu a u peroxisomdlni poruchy, jako je X-vdzand chondrodysplasia
punctata.

Vliv DMP plodu na organismus matky

Velkd vétSina DMP je autozomdlné recesivné dédi¢nd, takZe matka je v takovém
piipadé v daném znaku heterozygot. Metabolickd porucha plodu proto miZe negativné
zasahnout také do téhotenstvi matky , jejiZ metabolismus ji nenf schopen plné kompen-
zovat. Poruchy beta-oxidace mastnych kyselin u plodu (deficit dehydrogendzy acyl-CoA
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kyselin s dlouhym fetézcem a karnitinpalmitoyltransferdzy typu I) mohou vést u matky
k HELLP (Haemolysis, Elevated Liver enzymes, Low Platelets) a AFLP (Acute Fatty Liver
of Pregnancy) (IBpan 1999). Stav se vétSinou po porodu spontdnné upravuje. Dité matky
s tézkym pribéhem HELLP/AFLP by mélo byt co nejdiive vySetfeno na moZnou poruchu
beta-oxidace mastnych kyselin a sledovdno pro mozny vyskyt hypoglykémie.

3.5. Novorozenecky screeninng dédi¢nych
metabolickych poruch

Dédicné metabolické poruchy jsou vyznamnou pfi¢inou mortality a dlouhodobé mor-
bidity ve vSech vékovych kategoriich. Se zvySujicim se poctem pfeZivajicich a nardstaji-
cim poctem diagnostikovanych pacientt je tématika mimofddné aktudlni.

Aktivni vyhleddvani chorob a jejich diagnostika v jejich pfed manifestnim stadiu umoz-
fiuje, aby se tyto choroby diagnostikovaly a 16¢ily difve, neZ se stali projevit a zplsobit
ditéti nevratné poskozenf zdravi. V¢asny lé¢ebny zdsah mtzZe hrét klicovou roli a umoznit
ditéti vést normdln{ Zivot. Roz$ifené vySetfovan{ metabolickych poruch je prvnim krokem
v tomto procesu.

Od #fjna roku 2009 probihd v Ceské republice nové koncipovany, celoplony, novoroze-
necky, laboratorn{ screening (NBS) vSech narozenych déti?.

Novorozenecky screening slouzi k vyhleddvan{ novorozencl se zvy$enym rizikem
nékterych vzdcnych onemocnéni. Diky véasnému odhaleni tohoto rizika pak Ize tato
onemocnéni diagnostikovat a 1éCit d¥fve neZ sta¢f nevratné poskodit zdravi ditéte.

NBS je provddén ve specializovanych laboratofich,v Praze, Brné a v Olomouci?.

V rdmci novorozeneckého screeningu se vySetifuji ndsledujici dédi¢né metabolické
poruchy:

Poruchy metabolismu aminokyselin

e PKU - fenylketonurie, hyperfenylalaninemie

e MSUD - leucinéza

Organické acidurie

e GAI -glutarovd acidurie typ [

e IVA  -izovalerovd acidurie

Poruchy metabolismu mastnych kyselin

e MCAD - def. acyl-CoA dehydrogendzy mast. kys. se stfedné dlouhym fetézcem
e LCHAD - def. 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogendzy mast. kys. s dlouhym fetézcem
e VLCAD - deficit acyl-CoA dehydrogendzy mast. kys. s velmi dlouhym fetézcem

% Screening je provadén dle metodickych navodl a pokyn(, uvefejnénych ve Véstniku ¢. 6, 2009, str. 7-14
— ,Metodicky navod k zajisténi celoploSného novorozeneckého screeningu a nasledné péce”.

27 Laborator dédi¢nych metabolickych poruch, Oddéleni klinické biochemie FN Olomouc, I. P. Pavlova 6, 775 20
Olomouc
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Poruchy v transportu mastnych kyselin

e CPTI - deficit karnitinpalmitoyltransferdzy I

e CPTII - deficit karnitinpalmitoyltransferdzy I1
e CACT - deficit karnitinacylkarnitintranslokdzy
Dale se vySetfuji:

e Endokrinni onemocnén{

* Kongenitdln{ hypotyredza

e Kongenitdlnf adrendlni hyperplazie

e (Cysticka fibréza

Zékladni metodické kroky pfi NBS

Ve véku 48-72 hodin po narozenf se odebere nékolik kapek krve z pati¢ky ditéte na
specidln{ papirek a odesle se k analyze do laboratofe. Je nutné dodrZet sprdvny odbér 48
— 72 h po narozeni, dodrZet zdsady bezpecnosti odebiraného vzorku tak, aby nedo$lo
ke kontaminaci, je dtleZité i spravné usuSeni vzorku KS. Takto odebrany materidl je
pfipraveny k odesldni do pfislusné laboratofe. U nékterych novorozencl se provadi tzv.
rescreening z rozhodnuti 1ékafe (8. — 14. den) — napf. pfi nizké porodni hmotnosti <
1500¢g, pfi parenterdlni nutrii nebo pokud matka v dobé téhotenstvi uzivala 1éky , které
by mohly ovlivnit vysledky vySetfeni. Pti feSeni nejednoznacného ndlezu screeningové-
ho vySeteni si vyzddd opakovany odbér laboratof.

Z krevni skvrny se vyrazi ter¢ik o velikosti 3mm, jednotlivé terciky se umistuji pfesné
podle protokolu do 96 jamkovych plotnicek, pfiddme intern{ standard (MeOH + dIS)
a probihd extrakce 20 minut v termostatu pfi 25 st.C za stdlého tfepdni 20 minut, poté
dochdz{ k centrifugami 10 minut. Tim je vzorek pfipraven k analyze.

Extrahované krevni skvrny jsou méfeny na pfistroji UHPLC UltiMate 3000 RS (Dio-
nex) ve spojeni s API 4000 (AB Sciex) pfimou injekci 3 L bez separa¢niho kroku.

e Analyty jsou ionizovadny elektrosprejem v pozitivhim mddu a analyzovdny metodou
sledovan{ produktu rozpadu molekuldrnfho iontu (MRM)

e Kvantifikace se provddi vztaZenim primérné intenzity signdlu analytu na ptislusny
standard pomoci software Chemoview 2.0 (AB Sciex).

* Interpretace vysledkd je zaloZena na diagnostickych algoritmech

V laboratofi dédi¢nych metabolickych poruch v Olomouci bylo od pocatku vySetfové-
nf NBS (ffjen 2009) dosud zachyceno 16 déti s pozitivnim ndlezem na dédi¢né metabo-
lické poruchy. Nejcastéjsi zéchyt je pro onemocnéni MCADD, PKU , GAI, VLCADD .
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4.1. Uvod

Za kongenitdlni neboli vrozené infekce povazujeme takovd onemocnéni, kterd po
zpravidla manifestnim pribéhu u matky pfejdou také na vyvijejici se embryo nebo plod
(1, Sedld¢ek 2007). Infekce embrya nebo plodu mohou byt vyvoldny nejriznéjsimi infek¢-
nimi agens, zejména prvoky, viry a baktériemi.

Kongenitdlni mohou vznikat:
1. nitrodélozné (transplacentdrnim pfenosem). Z ¢asového hlediska 1ze intrauterinni
infekce a ndslednd onemocnéni rozdélit na gametopatie (postiZeni zdrode¢nych bu-
nék), blastomatézy (onemocnéni od obdobi prvniho srde¢niho tderu), embryopa-
tie (onemocnén{ vznikajici do 12. tydne gestace) a fetopatie (onemocnéni plodu po
3. mésici gravidity)
perinatdlné (z vagindlnich sekretd matky nebo z krve)
. postnatdlné (z matefského mléka ¢i jinych zdrojd).

SRS

Tyto stavy mohou predstavovat vyznamné zdravotni riziko vyvoje pro embyo nebo
plod béhem téhotenstvi, popf. se mohou manifestovat aZ po porodu zdvaznymi zdravot-
nimi komplikacemi novorozence, a nédsledné pozdnimi projevy béhem dalStho Zivota.
Infekce tedy mtiZze narusit fyziologicky pribéh téhotenstvi a ovlivnit nepf{znivé vyvoj
plodu. Z dtvodu ohroZen{ ¢i poskozeni matky, plodu nebo novorozence béhem terapie
predstavuje téhotenstvi komplikaci v 1é¢bé infekci a znesnadiiuje ji.

4.2. Prehled nejcastéjSich kongenitalnich infekci

TORCH je akronymem pro nékolik nejbéznéjsich kongenitdlnich infekei:

e Toxoplazmoéza,

e Other Infections (syfilis, hepatitida B, enteroviry, adenoviry, virus Epstein- Barrové,
Varicella-zoster virus, lidsky parvovirus B19, HIV, Listeria monocytogenes, Chlamydia
trachomatis, Borrelia burgdorferi,...). Skupina se rychle rozsifuje o dalsf agens schop-
nd vyvolat onemocnéni.

¢ Rubeola

e Cytomegalovirus

e Herpesvirové infekce

Riziko vzniku infekce je velmi rozdilné, zdvislé na jejim ptvodci, imunitn{ kondice
matky, ale také napt. na gestacn{m obdobf (zpravidla nepfimd iméra vySe rizika s délkou
gesta¢niho obdob{ v dobé vzniku infekce).

Tabulky 4.1.a a 4.1.b uddvaji zékladni charakteristiku vybranych intrauterinnich in-
fekci s popisem ndslednych rizik pro plod, novorozence a budouci vyvoj infikovaného
jedince (Cdste¢né prevzato z lit.1, Sedldcek 2007).
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Pivodce infekee R|z'|kove Vrozen? . Onemocnéni Ndsledné komplikace Pozndmka
obdobi pro plod onemocnéni novorozence
Rubeola l.a ILtrimestr (do | Srdeéni, oéni Hepatosple- Ubytek sluchu, Otkovani v CR
16 tydne) mikrocefalie, mal- | nomegalie, psychomotorickd | od r.1986
formace vnitiniho | trombopenie, retardace, diabe-
ucha ikterus, pneumo- | tes, tyreopatie
nie, encefalitida,
lymfadenopatie
Lidsky cytomega- | l.a Il.trimestr O¢ni, mikroce- Hepatospleno- Hluchota, Vakeina se vyviji,

lovirus (CMV)

falie, ageneze
corpus callosum,

megalie, anémie,
trombopenie,

psychomotorickd
retardace, moz-

nezddouci G&inky
pfi lé&bé gancy-

hydrocefalus ikterus, pneu- kové kalcifikace | klovirem
monie
Herpes simplex | Ltirmestr, peri- Mikrocefalie Generalizovand | Psychomotorickd | Manifestni
virus (HSV1, natdélni obdobi infekce (CNS), retardace infekce HSV
HSV2) (HSV2) diseminovand genitdlu matky
intravaskularni je indikaci pro
koagulace en- porod cisafskym
cefalitida, kozni fezem, acyklovir
projev- exantém,
hepatitida
Varicella-zoster | .tirmestr, perina- | O&ni, mikro- Vrozend varicela, | Psychomotorickd | Profylaxe
virus (VZV) téIni obdobi cefalie, atrofie infekce Zeny 5 retardace, zoster | novorozence
konéetin dni pred poro- specifickym

dem a 2 dny po
porodu: u 50%

neonatdlni vari-

cela- hemoragic-
kd s posti-zenim

jater a plic, 30%
letalita

imunoglobulinem
(Varitec)

Lidsky parvovirus | Il.trimestr Hydrops plodu | anémie Pro PCR se vyu-

B19 Ziva krev, kostni
def a plodové
voda

Virus lidského Perinatdlni Nebyvait Infekce HIV AIDS, imunode- | Upfednostiiovan

imunodeficitu obdobi (cca ficit, oportunni porod cisafskym

(HIV)

60 % vertikdlnich
prenosd)

infekce

fezem, zdbrana
kojeni, definitivni
rozhodnuti o né-
kaze az po 18
mésicich Zivota
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Pivodce infekee/ Rizikové obdobi Vrozené Onemocnéni Ndsledné komplikace Pozndmka
onemocnéni pro plod onemocnéni novorozence
Toxoplazma I. az Ill.trimestr O¢ni, hydroce- | Hepatospleno- | Chorioretini- Prevenci je hygie-
gondii (Toxopo- falus megalie, anémie, | tida, kfece, nicky rezim
lazméza) ikterus, encefaliti- | psychomotorickd
da, pneumonie, | retardace, moz-
kové kalcifikace,
epilepsie
Treponema Moznost Nevznikaiji
pallidum (syfilis | transplacentér-
kongenitélni) niho pfenosu od
5.mésice
Treponema Intersticidlni Klinické projevy | Postnatdlni Nelé&ené:
pallidum (syfilis zd&nét, uzavéry | pfi narozeni komplikace: intrauterinni nebo
prenatdlni) cév, nekrézy s.congenita re- perinatdlni dmrti,
cens, s.congenita | potrat
tarda
Listeria monocy- | I. az lll.trimestr nebyvaji Hepatospleno- Meningitida,
togenes (adnétni megalie, pneu- | sepse

-vrozend liste-
riéza)

monie, exantém,
meningoencefa-
litida

Tab. 4.1b. - Vybrané parazitdini a bakteridini kongenitdini infekce.

4.3. Kongenitalni toxoplazméza

Toxoplazmovd infekce postihujici Zenu béhem gravidity nebo kratce pfed ni mdZe vést
k trasplacentdrnimu pfechodu infekce na plod. Primoinfekce probéhne u matky zpravidla
asymptomaticky nebo s obrazem lehkého chfipkového onemocnéni. K pfenosu na plod
dochdzi asi ve 40 % (2, HavLik 2002). Rozsah poskozeni a Cetnosti pfenosu zévisi na fadé
faktord, jako je virulence kmene parazita, velikost infekéniho inokula nebo intenzita imu-
nitni odezvy infikované Zeny a trimestr, ve kterém Zena onemocnéla.

V prvnim trimestru je u nelécené toxoplasmézy riziko prenatdlni infekce az 15%,
pficemZ poskozen{ plodu je nejzavaznéjsi (2, Haviik 2002). MnoZici se parazit zpsobuje
u plodu zdnétlivou reakci s tkdfiovymi nekrézami, které se mohou pozdéji az kalcifikovat.
Casté jsou samovolné potraty nebo se déti rodf mrtvé ¢ s téZkym postiZenim.

V dalSich dvou trimestrech téhotenstvi riziko ptenosu infekce roste, pfi¢emz roz-
sah postiZeni se vyrazné sniZuje. Ve druhém trimestru je vyskyt kongenitdln{ infekce az
54% (5, PaLICKA 1998). Ve tetim trimestru je Cetnost infekce plodu cca 65 %, ale pribéh
onemocnénf je téméf asymptomaticky (2, Haviik 2002). Nésledky se mohou projevit aZ
v détském nebo dorosteneckém véku, kdy se klinicky manifestuji jako o¢n{ forma toxo-
plazmdézy, hluchota, strabizmus, epilepsie nebo jiné neurologické poruchy, vcetné psy-
chomotorické retardace (4, FuskovA 2003).
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4.3.1. Toxoplazma gondii: morfologie a Zivotni cyklus

Paraziticky prvok T. gondii byl poprvé nalezen v roce 1908 francouzskymi védci
Nicollem a Manceauxem u severoafrického hlodavce Ctenodactylus gundi, od néhoz
je odvozeno druhové jméno parazita. V soucasnosti je prvok T. gondii fazen do Celedi
Sarcocystidea, fddu Eimeriida, tfidy Coccidea, kmene Apicomplexa.

T. gondii mlZe existovat ve tiech rliznych Zivotnich formdch: jde o tzv. tachyzoi-
ty, bradyzoity a sporozoity. Tyto formy se 1i{ svym vyskytem v urcitych fadzich ndkazy
a infek¢nosti pfi pfenosu na dalStho hostitele.

Tachyzoity — vegetativni forma rohli¢kovitého nebo ovdlného tvaru o velikosti 4
- 8 x 2 - 3 um, napadajf kterykoliv typ sav¢i buiiky kromé bezjadernych erytrocytd
ihned po primoinfekci (obr. 4.2.a). RozmnoZuj{ se asexudlni formou reprodukce.
Masivné zaplavuji hostitele, ¢imzZ aktivuji tvorbu protildtek schopnych brzdit dal${
mnoZen{ tachyzoitl. Tato forma je zodpovédnd za akutni fazi onemocnéni. Po akti-
vaci imunitnfho systému je parazit zatla¢ovén do rznych tkdni mezihostitele a trans-
formovan na dal$f formu - bradyzoit (7, Dusey 2004).

Bradyzoity — klidovd, pomalu se mnoZic{ forma uvniti buiiky, morfologicky po-
dobnd tachyzoitim. Hostitelskd butika obsahujici stovky aZ tisice bradyzoitl se ozna-
Cuje jako tkdiova cysta, zpravidla md velikost 100 — 300 um (obr. 4.2.b). Tkéiové
cysty jsou schopny pfeZivat v tkéni hostitele po cely jeho Zivot. Jsou typické pro
latentni stadium infekce (8, VoLr 2007)

Sporozoity (oocysty) — jsou vysledkem pohlavniho mnoZen{ parazita, maji kulo-
vitou nebo lehce ovdlnou formu o velikosti 10-12 pm. Po vylouceni z definitivniho
hostitele v nezralé formé dozrdvaji sporulaci ve vnéj$im prostiedi, a tim se stdvajf in-
fekénimi. Béhem tohoto procesu se z oocysty uvolni dvé sporocysty obsahujici ¢tyfi
sporozoity o velikosti 2 x 8 um (7, Dusey 2004).

a) - b)

Obr. 4.2. - Toxoplazma gondii, shluky tachyzoiti - prevzato z http://camelot.lfhk.cuni.cz/parazitatlas/
atlas.htm (a); Toxoplazma gondii, tkdriovd cysta s bradyzoity - prevzato z http://www.roche.com/pages/fa-
cets/2/toxoplasmosis.htm (b)
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4.3.2. Toxoplazma gondii: epidemiologie a patogeneze

Infekce parazitickym prvokem T. gondii patf{ pomérné k roz$itenym infekcim. V la-
tentni formé postihuje p¥iblizné jednu tetinu svétové populace. V Ceské republice je
toxoplazmdza patrné nejcastéji se vyskytujici parazitdlnf ndkazou vibec. Vysledky sérolo-
gickych vySetfeni ukazuji, Ze 30 - 40 % nasi populace pfiSlo do styku s antigeny T. gondii
(2, Haviix 2002). Nejvyssi incidence je uddvéna ve véku 16 - 25 let (3, DostAL 2001).
U zdravych imunokompetentnich jedinc@ nenf toxoplazmdza velkym rizikem. OhroZujic
je ale pro imunodeficientn{ jedince: novorozence, pacienty po orgdnové transplantaci,
jedince infikované virem lidské imunodeficience a onkologické pacienty. U HIV pozitiv-
nich osob je vyskyt toxoplazmézy v CR vy$sf neZ u ostatni populace a je pomérné ¢astou
pti¢inou dmrti (9, MacHaLa 2007). Dalsi rizikovou skupinou jsou gravidni Zeny, u kterych
miZe dojit k trasplacentdnimu pfenosu infekce na plod a zp@sobit vrozenou formu toxo-
plazmdézy. Odhaduje se, Ze vrozend toxoplazmdza se vyskytuje u 0,1 % vSech novorozen-
cfi, coz predstavuje v CR asi 90 infikovanjich déti ro¢né (10, MacHaLa 2005). K nékaze
mezihostitele dochdzi nejcastéji alimentdrni cestou - syrovym nebo nedostate¢né tepelné
zpracovanym masem, vzacné syrovym mlékem infikovanych zvifat, potravinami ¢i vo-
dou, kontaminovanyma rukama, transplacentdrné pfi primoinfekci matky, vzdcné také
transfuzi nebo transplantaci orgdnu od infikovaného dérce (11, GoperTOVA 2002). Sieni
ndkazy zdvis{ na Zivotnich zvyklostech obyvatelstva a silné kolisd vlivem socidlnich, pro-
fesnich a jinych faktord.

K nédkaze ¢lovéka miZe dojit nékolika zplsoby: zralou oocystou, kterd zkontami-
novala padu, potraviny nebo vodu nebo tkafiovou cystou vytvofenou v orgdnech mezi-
hostitele. Clovék se infikuje nej¢astéji pozfenim nedostate¢né tepelné upraveného masa
obsahujiciho tkdniové cysty. Dalsim zplsobem je transplacentdrni pfenos na plod z matky
infikované kratce pfed otéhotnénim nebo béhem gravidity. Podle zpisobd a doby pienosu
infekce pak rozezndvdme toxoplazmoézu ziskanou a vrozenou. V zévislosti na stavu imu-
nitnfho systému miZe toxoplazmovd infekce postihnout kterykoliv orgdn (12, KomprDA
2000).

4.3.3. Laboratorni diagnostika toxoplazmézy

Soucasnd diagnostika se opird pfevdzné o sérologickd vysetfen{, pfimy prikaz DNA
T. gondii pomoci PCR nebo PCR v redlném case (rtPCR), histologickym vysetfenim nebo
izolaci T. gondii na vnimavém laboratornim zvifeti.

V soucasnosti se diagnostika T. gondii rozsifila o molekuldrné biologické metody,
které umoziuji prokdzani DNA T. gondii zejména u imunokompromitovanych jedinct
(pacienti s AIDS, onkologi¢ti pacienti po imunosupresivni ¢i cytostatické terapii, trans-
plantovani pacienti), gravidnich Zen, novorozenct, jejiZz matky prodélaly infekci v t€ho-
tenstvi, a u pacienti s vyznamnymi klinickymi ptiznaky (15, CERMAKOVA 2004). Pimy
priikaz infek¢nich agens pomoci molekuldrnich biologickych metod je zaloZen na vybéru
specifického tUseku nukleové kyseliny mikroorganismu. Jeho pf{tomnost v biologickém
materidlu 1ze povazovat za prikaz pfislusného mikroorganismu. Prikaz DNA T. gondii
1ze provést z pomeérné Sirokého spektra biologického materidlu, jako je plnd krev, likvor,
plodovd voda, kostn{ dfeni a dali.
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Diagnostika kongenitdlni toxoplazmdzy zacind testovdnim matky. Pokud je sérolo-
gické vysetfeni pozitivni (komplement fixacni reakce, IgG avidita, IgG, IgA, IgM, IgG
protildtky), odebird se vzorek krve pro pfimy prikaz DNA metodou PCR &i rtPCR. Jestlize
je vysledek PCR pozitivni, jde o akutn{ infekci matky s vysokym rizikem infekce plodu,
je indikovéna terapie a odbér plodové vody- amniocentéza. Je-li vysledek PCR (rtPCR)
pozitivni i z amniové tekutiny, je plod povaZovdn za infikovany, s indikaci ndsledné 1é¢by
novorozence. O dal$im postupu vSak rozhoduje oSetfujici 1ékat na zdkladé celkového
klinického a laboratorntho obrazu.

Obr. 4.3. - Detekce PCR pro-
dukti na agarézovém gelu.
VI-V5: vzorky pacientd, M
VIII: velikostni marker, PK:
pozitivni kontrola- suspenze
tachyzoitd, NK: negativni
kontrola. Ve vsech drahdch
pritomen band o velikosti 362
bp- interni kontrola izolace
a amplifikace. V drdze PK prt-
tomen band o velikosti 191 bp
(ctlovd sekvence T.gondii). VI-

V5: vSechny vzorky negativni.

4.3.4. Prevence a terapie toxoplazmozy

Zdkladem prevence je zabrdnit kontaktu ¢lovéka s oocystami nebo tkdtiovymi cysta-
mi. V tomto ohledu je dilezitd informovanost vefejnosti o podstaté ndkazy a zptsobech
pfenosu. Zdlraziiuje se ddsledné dodrZovédni hygienickych opatieni pfi préci s ptdou,
dostate¢nd tepelnd tUprava masa a mléka, ochrana potravin a vody pfed kontaminaci oo-
cystami, pfi domacim chovu kocek kazdodenn{ likvidace a dezinfekce jejich vykald. Di-
leZité je vyloucit z krmiva pro kocky syrové maso a omezit jejich ptistup na détskd hfisté.
V rdmci prevence kongenitdlni ndkazy je dilezity vcasny sérologicky screening téhotnych
Zen. Je-li na zacdtku téhotenstvi prokdzan nizky titr protildtek t¥idy IgG s vysokou avidi-
tou, svéd¢i to o latentni infekci, a téhotnou Zenu neni nutné ddle sledovat. V pfipadé Ze
protildtky nejsou prokdzdny, méla by Zena béhem gravidity dodrZovat zvySend hygienicka
opatfen{ a podstoupit dalif sérologickd vysetfeni. V CR neni screening na toxoplazmézu
povinny (10, MacHaLA 2005). U&innd o&kovaci lstka vhodnd k imunizaci lidf je zatim ve
fazi vizkumu. Onemocnéni toxoplazmovou infekci podléhd v CR povinnému hlésent (13,
Provaznik 1996).

Asymptomatickd a uzlinova forma toxoplazmézy u imunokompetentnich jedincd ne-
vyZaduje specifickou 1é¢bu, infekce sama pfechdz{ do latentni formy. Lécba se zahajuje
u téhotnych Zen a détf s kongenitdlnf infekcf, imunodeficientnich jedinct, pfi oénf formé
toxoplazmdzy a u jedincl se zdvaznymi klinickymi projevy (10, MacHara 2005).
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4.4. Cytomegalovirus: charakteristika, patogeneze,
kongenitalni infekce

Lidsky cytomegalovirus je virovym druhem spadajici do rodu Cytomegalovirus, pod-
Celedi Betaherpesviridae, Celedi Herpesviridae. Tento druh si jméno vyslouZil svoji schop-
nosti zvétSovat hostitelské butiky mechanismem zablokovadn{ apoptézy.

Obr. 4.4. - Lidsky cytomegalovi-
rus (prevzato z Objective source

of e-learning, www.osel.cz)

Lidsky CMV navozuje latentni infekci hostitelské butiky, se schopnosti reaktivace in-
fekce. CMV je nejvétsi lidsky herpesvirus, perzistuje zejména v butikdch slinné z14zy, led-
vinnych tubuld a leukocytl. Perzistence je celoZivotn{, infikovany jedinec obcas vylucuje
virus slinami nebo modi. Z&vaznd je zejména aktivace infekce pfi imunosupresi. Zatimco
je primoinfekce dospélého imunokompetentniho jedince vétSinou lehkd nebo bezpfizna-
kovd, symptomatickd kongenitdln{ infekce je zdvaznym zdravotnim problémem. Lidsky
cytomegalovirus je rozsifen celosvétove. Odhaduje se, Ze promofenost populace je cca 50
—90 %. U dospélych imunokompetentnich jedinctt m{Ze dojit k onemocnén{ podobnému
infekéni mononukledze, a to v cca 10% pifipadl. U osob s imunodeficitem (pacienti po
transplantaci, HIV pozitivni, jedinci s vrozenym imunodeficitem, pacienti na imunosupre-
sivn{ terapii) vSak dochdz{ k vyznamnym zdravotnim komplikacim

4.4.1. Kongenitdlni infekce CMV

Y exs

symptomatickych kongenitélnich infekci (14, Roubalovd 2000). Cetnost u Zivé naroze-
nych déti se pohybuje mezi 0,5 - 2% (22, BartoSovéd 2011). Promotenost dospélé populace
ve fertilnim véku se u CMV pohybuje od 50 % do 80 % v zdvislosti na regionech. Ke kon-
genitdln{ infekci plodu mtZe dojit jak pfi primdrni, tak reaktivované infekci u matky.
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V piipadé primarni infekce, kdy specifické antivirové mechanismy nejsou jesté vy-
vinuty, pfetrvdvd vysokd hladina virémie po delsi dobu. CMV replikuje v aktivovanych
makrofézich a neutrofilech perifern{ krve. Prosttednictvim téchto bunék se infekce $if{ i do
placenty, kde infikuje syncitiotrofoblasty a fetdlni makrofégy. Ty pak zprostiedkuji pfenos
infekce do cilovych orgdnt plodu, které mohou byt infekci nendvratné poskozeny.

K reaktivaci CMV v priibéhu téhotenstvi dochdzi aZ u 25 % téhotnych Zen. Ve vét-
$iné ptipadl se projevuje pouze vzestupem titru anamnestickych protildtek a asymptoma-
tickym vylu€ovdnim viru v cervikdlnim sekretu nebo v moci. Dochédzi k ni u hostitele,
ktery je jiz imunni proti CMV, a proto je provdzena pouze velmi nizkou, ¢asto neproka-
zatelnou viremif.

S nejvyssim rizikem poSkozeni plodu jsou spojeny primdrn{ infekce, ke kterym dojde
v pribéhu prvniho trimestru téhotenstv{ (dysgeneze aZ ageneze corpus callosum, zavaz-
né poskozenf CNS, srde¢n{ vady, riistovd retardace plodu, rozstép patra, spontanni potrat
atp.) (16, KENNEsON 2007).

4.4.2. Laboratorni diagnostika kongenitalni infekce CMV

Zékladem pro diagnézu CMYV infekce v téhotenstvi stdle z{istdva sérologické vysetfeni
matky. Jak v8ak vyplyvd z vySe uvedenych skutecnosti, samotny priikaz p¥itomnosti IgM
protildtek nenf spolehlivym indikdtorem rizika poSkozeni plodu. IgM protildtky se mohou
tvofit i pfi reaktivovanych infekcich, pfi nichZ je riziko poskozeni plodu zanedbatelné.

Prenatdlni diagnostika u plodu je zaloZena jednak na sledovan{ jeho vyvoje pomoci
ultrazvuku, magnetické rezonance (MRI), v indikovanych pfipadech se provadd{ kordocen-
téza nebo amniocentéza. P¥i primoinfekci v prvnim trimestru a pfi prikazu malformaci
plodu je nutné zvazit ukonceni téhotenstvi. V téchto pfipadech je nutnd spolupréce s ge-
netiky. Ddle se provadi izolace viru, dal$i hematologické a imunologické testy, sérologicky
se stanovuje specificky IgM z krve i plodové vody (15, BArToSovA 2011).

Pro diagnostiku kongenitdln{ infekce plodu Ize vyuZit metody prenatdlni diagnostiky
zaloZené na prikazu infekéniho viru nebo virové DNA v amniotické tekutiné pomoci
metody polymerdzové fetézové reakce nebo rtPCR.

Terapie pro gravidn{ Zeny s primoinfekci CMV neni dosud standardné stanovena.
Bezpelnd je pravdépodobné pouze aplikace specifického hyperimunniho imunoglobulinu
proti CMV. Jeho poddn{ vSak mtzZe pouze sniZit rozsah postiZzeni plodu, event. novoro-
zence. Lé¢ba antivirotiky mé své vedlejsi i¢inky (myelosuprese a nefrotoxicita).

4.4.3. Ostatni herpetické viry

Infekce vyvolané viry Herpes simplex 1 a 2

Zdrojem infekce plodu nebo novorozence je vZdy gravidni Zena.

Pfi infekci plodu béhem gravidity miZe dochdzet aZ k fatdlnim ndsledkim. Vysoké
riziko je hl. v . trimestru. Kromé potratu a narozen{ mrtvého plodu hroz{ také pred¢asny
porod, intrauterinn{ odumfeni plodu, kongenitdln{ defekty, u Zivych détf pak mikrocefa-
lie, chorioretinitida, intralebec¢n{ kalcifikace nebo zvétSenf jater a sleziny. Neurologickd
postiZeni centrdlni nervové soustavy maji vétSinou Spatnou prognézu.
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Perinatédlni infekce: Virus se miZe pfendset infikovanymi sekrety matky pfi po-
rodu, sekunddrné pak aspiraci do hornich cest dychacich, nebo jinymi cestami. Pfes
pupecnik se prendsi 86 — 90 % infekci novorozence (17, BartoSovA 2010). Perinatdln{
infekce vede k postizenim k@iZe, o¢f a sliznice dutiny dstni. Dals${ formou postiZeni mtzZe
byt encefalopatie ¢i zdvaznd diseminovand multiorgdnovd infekce se septickymi projevy
a s mortalitou 70 az 80 %. U pfeZivsich jsou popisovdny ndsledky aZ u 30 %. Terapie
spocivd v poddvani acykloviru nitroZilné (1, SEDLACEK 2007).

Obr. 4.5. - Virus Herpes simplex 2 (pfevzato od Linda
Stannard, University of Cape Town, S.A.)

Infekce vyvolané virem Varicella-zoster

Po primdrn{ generalizované infekci, kterou je varicela, zGstavé virus pf¥itomen v orga-
nizmu v latentn{ formé. Po reaktivaci vyvoldvd onemocnéni herpes zoster. Vyznamnym
rizikem u gravidnich Zen je pfedev$im primoinfekce. Onemocnén{ v prvnich 3 aZ 6 mé-
sicich mZe vést k vrozenym vyvojovym vaddm plodu, nejvétsi riziko je mezi 13. az 20.
tydnem gravidity (17, BartoSovA 2010).

Za Congenital Varicella Syndrome (CVS) je oznacovéna vrozend embryopatie s posti-
Zenim lebky, skeletu a koncetin. P¥{tomna jsou ndsledné postiZen{ CNS, koZn{ 1éze a o¢ni
komplikace. Mortalita novorozencd je aZz 30 % béhem prvnich mésich Zivota. Pfi novoro-
zenecké varicele, kdy matky onemocnén{ 2 - 3 tydny pfed porodem a kterd je zpravidla
mirného pribéhu, jsou piitomny predevsim koZnf projevy jiz pfi porodu nebo tésné po
ném. Pokud vSak dojde k onemocnén{ matky v obdobi mezi 5. dnem pfed a 2. dnem po
porodu, miZe dojit ke generalizované varicele se zdvaZnym postiZenim. V tomto obdobf
jesté nejsou vytvofeny matefské protildtky v dostate¢ném mnoZstvi a aZz v 35 % pifipad
kon¢f pfi neléceném onemocnéni dmrtim novorozence (1, SEDLACEK 2007).
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4.5. Parvovirus B19: charakterisika a Zivotni cyk-
lus, kongenitalni infekce a klinické projevy

Parvovirus B19 je maly virus s linedrnf jednovldknovou DNA. Z taxonomického hle-

diska je fazen do Celedi Parvoviridae, podCeledi Parvovirinae a rodu Erythrovirus. Byl
objeven v roce 1975 (18, CossarT 1975). Typ B19 je jedinym parvovirem, ktery se uplat-
fiuje jako huménni patogen. Zpocdtku byl identifikovén jako etiologické agens béZného
exantémového onemocnéni, erythema infectiosum (pdtd nemoc).

Obr. 4.6. - Parvovirus B19: barevny TEM (trans-
mission electron micrograph) parvovirovych
castic (prevzato z www.sciencephoto.com)

Infekce parvovirem B19 (parvoviréza) je u lidi pomérné béZnou ndkazou (20, Kerr

1996). Inkubacni doba se pohybuje mezi 6 — 11 dny. PB19 je pfendSen zejména respiracni
cestou, mtzZe ale dojit k pfenosu pfi transfuzi krevnich produkta.

Klinické projevy infekce parvovirem B19

Imunokompetentni jedinci — akutni infekce, ¢asto asymptomatickd nebo pouze s leh-
kymi chiipkovymi pf{znaky. Obvykle odezni i bez 1é¢by. V nékterych pfipadech do-
chdzi ke sniZzenf mnoZstvi hemoglobinu, vymizen{ retikulocyt(, lymfopenii, neutrope-
nii, trombocytopenii.

Téhotné Zeny — po symptomatické ¢i asymptomatické infekci matky dochdzi v 8%
pfipadd k imrti plodu v disledku téZké anémie (selhdni srdce, celkovy otok).

Jedinci s hematologickymi poruchami (téZké hemolytické anémie + srpkovitd anémie,
thalasémie, dédi¢nd sférocytéza) - u téchto pacientl se po infekci PB19 rozviji tranzi-
tornf aplastickd krize (akutn{ ohrani¢end epizoda Cisté apldzie erytrocytd).
Imunokompromitovani jedinci (akutn{ leukémie, vrozeny imunodeficit, transplanta-
ce, imunosupresivn{ terapie, HIV pozitivita) — m{Ze se rozvinout perzistujici infekce
s chronickym poSkozenim erytropoézy a Zivot ohroZujic{ anémie. Infekce PB19 u HIV
infikovanych a pacientl s AIDS nenf ptili§ bézna. Vyskytne-li se vSak, vede k signi-
fikantni morbidité. Perzistujici infekce byla zaznamendna i u pacientd bez zndmek
deficitu v imunitnim systému.
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4.5.1. Kongenitalni infekce parvovirem B19

Jednim z projevi infekce parvovirem B19 je erythema infectiosum (tzv. patd nemoc)
(21, White 1985). Pokud tato probéhne béhem téhotenstvi, zejména ve 2. trimestru,
mtZe vést aZ k déletrvajici supresi hemopoézy plodu- parvovirus B19 vykazuje tropismus
ptedevsim k progenitorovym butikdm Cervené krevn{ fady. P#i lytické infekci erytroidnich
progenitorovych bunék dochdz{ k supresi erytropoézy. Klinické pfiznaky infekce vyply-
vaji bud pfimo z apldzie erytrocytarni fady nebo z disledkd imunitni odpovédi hostitele.
Placentomegalie je Casto jedinym sonografickym markerem infekce, a to zejména v 1. a na
pocdtku 2. trimestru.
ho odumfeni nebo k hydropsu, malformace zde nevznikaji (1, SEbLACEK 2007). Zdsadni
vyznam ma u gravidni Zeny s exantémem sledovéni vyvoje plodu ultrazvukem, a to i pro
1é¢bu hydropsu.

4.5.2. Laboratorni diagnostika infekce parvovirem B19

Diagnostické metody se zaméfujf na detekci virovych antigent, nukleovych kyselin
a detekci specifickych antivirovych protildtek. Interpretace ziskanych vysledkd je z dtivo-
du vysoké séroprevalence pomérné komplikovanad.

Morfologické zmény v kostni dfeni mohou napovédét infekci parvovirem. Typickymi
nélezy jsou: sniZeni nebo absence prekurzord bunék Cervené fady, rozptylené obrovské
pronormoblasty a intraceluldrni inkluze v erytroidnich butikdch.

[zolace viru na bunécnych kulturdch je mozZnd ze vzorku séra nebo kréniho stéru
ziskaného béhem akutn{ infekce. Tato metoda je vSak technicky i Casové ndro¢nd.

Elektronovou mikroskopii 1ze pro detekci viru pouzit. Imunoelektronové mikroskopie
viru uvnitt bunék od ribozom, které maji obdobnou velikost.

Sérologickd diagnostika je jednou z nejpouzivanéjsich metod (19 PETERLANA 2006). Je
v8ak vhodnd pouze pro diagnostiku imunokompetentnich jedinct. U imunokompromito-
vanych pacientl nen{ namé¥eny titr protildtek adekvdtni pribéhu onemocnéni. Diagnos-
tika je zaloZena na pfitomnosti virové specifickych IgM, IgG protildtek nebo antigenu
v séru (22 MaNAREs1 2004). Specifické anti-B19 protildtky mohou byt detekovdny pomoci
metody RIA (23 CoHeN 1997), EIA nebo PELISA.

P¥{tomnost PB19 DNA v séru je markerem aktivn{ infekce, pokud je virus pfitomen
ve vysokych titrech. Sérum je dostupnym a bézné pouZivanym laboratornim materidlem,
s moznosti retrospektivni analyzy. Pro kongenitdln{ infekce se vSak vice vyuzivd a je vhod-
néjsi stanoveni DNA PB19 z plné krve, plodové vody ¢i kostni diené.

PouZivanymi molekuldrné - biologickymi metodami jsou dot-blot hybridizace, in situ
hybridizace, ale zejména techniky zaloZené na PCR. Kvantitativn{ PCR nebo rtPCR 1ze
provadét i monitoring aktivn{ infekce.

Virovou DNA Ize detekovat také ve frakci mononukledrd periférn{ krve aZ Sest mésict
po infekci. V aspirdtech kostni dfené je PB19 DNA detekovatelnd 2 — 16 mésicl po akutni
infekci a aZ 42 mésicd u pacientl s chronickymi symptomy.
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4.

6. Zavér

Kongenitdln{ infekce mohou pfedstavovat zédvazny zdravotni problém. PfestoZe in-

cidence fady infekci diky fadé profylaktickych opatieni poklesla (napt.ockovénim proti

v

nénim pati{ zejména toxoplazmdza a vrozend infekce cytomegalovirem, kterym je v textu
vénovdna velkd pozornost. Déti s vrozenou infekcf jsou dispenzarizovény a dlouhodobé
1é¢eny, kvalita jejich Zivota mlzZe byt sniZena.

Komplexni péce v oblasti prevence vSak vyznamné zvySuje pravdépodobnost zdchytu

infekce jiz v pocdte¢n{ fdzi, modern{ prostfedky prenatdlni diagnostiky- v¢etné metod
laboratornich- potom mohou zav¢as odhalit pfipadnd poskozeni plodu v pribéhu jeho
vyvoje.
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Obr. 5.2. - Trisomie 13 v translokované formé, disledek Robertsonskd translokace (13;14). Detekce
volné trisomie chromosomu 21 (Downv syndrom).
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Obr. 5.3. - Ukdzka interfazni FISH na nekultivovanych amniocytech
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Obr. 5.4. - Ndsledny karyogram ziskany z G- pruhovanych kultivovanych fibroblasti potvrdil chromoso-
madlni aneuploidii detekovanou FISH. Ukdzka patologického ndlezu v karyotypu a dovysetieni metodou
FISH.
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Obr. 5.5. - Karyotyp probanda se strukturni CHA derivovanym chromosomem 11

dear(11)

Obr. 5.6. - FISH s malovacimi sondami pro chromosomy 9 a 11 odhalila, Ze derivovany materidl na
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Obr. 5.7. - QF PCR - srovndni fyziologického ndlezu s volnou trisomii chromosomu 21 v lokusu

D21S1414

Obr. 5.8. - Detekce gonosomii
XXXYY u blastomery metodou
FISH (X-fialove, Y-Zluté); zdroj
http://www.chromoscience.
jp/p_probe/windowP0Z2e.
html
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