PRENATALNI DIAGNOSTIKA
(PND)
invazivni metody

vytvorfilo CMBG FN Brno

zpracovala Mgr. Navarikova ve spolupraci s RNDr. Makaturovou
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INVAZIVNI METODY
PRENATALNI DIAGNOSTIKY

- biopsie choriovych klka (CVS) — chorion villi sampling

- odbér plodové vody (AMC) - amniocentesis

- odbér krve plodu (CC) — cordocentesis
(PUBS) - percutaneous umbilical blood sampling
(umbilical vein sampling, umbilical cord blood
sampling, fetal blood sampling)

- odbér bunék trofoblastu pronikajicich do cervikalniho kanalu
(TRIC) - Trophoblast Retrieval and Isolation from the Cervix

- odbér tkané plodu z abortu
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Klinické indikace
k prenatalnimu stanoveni karyotypu
invazivnimi diagnostickymi metodami

invazivni metody vysSetfeni karyotypu plodu jsou indikovany pri vysSim riziku
narozeni ditete s VCA (vrozenou chromosomovou abnormalitou)

- hodnoty biochemickych markeri mimo normu (screening ., ll. trimestru)
- vékova indikace (v kombinaci s dalSimi rizikovymi faktory)
vék matky — 35-37 let v roce porodu
vék otce — nad 40 let (riziko vysSiho vyskytu monogennich chorob)
soucet véku rodicu — nad 70 let
- VVV nalezené na UZ
- balancovana VCA u rodicu
- vyskyt VCA v rodiné
- pfedchozi porod ditéte s VCA
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Riziko Downova syndromu
v souvislosti s vékem matky

 Odhad rizika
:1923-1340
: 909-780
:380-325

: 300-260

: 240-200

: 190-160
:145-120
:110-94
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Zvysovani rizika narozeni plodu s Downovym syndromem v souvislosti s vékem matky

(Hajek Z. a kol. 2014)
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INVAZIVNI METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY
- postup vysetreni

Zakladni vySetreni:

Zakladnim vysSetfenim pfi PND jakékoliv indikace je vySetfeni nebalancovanych
chromosomovych (genomovych) aberaci, které nejCastéji vznikaji de novo
a vétSinou maji zavazny klinicky obraz.

1. — QF- PCR zaméfena na STR polymorfismy (Short Tandem Repeats)
Stanoveni poc¢tu chromosomu 13, 18, 21, X, Y, (pfipadné 15, 16, 22, kde je souvislost
se samovolnymi aborty). Porovnanim DNA profilG plodu a matky Ize odhalit i pfitomnost
maternalni kontaminace v odebraném materialu plodu.
Toto vySetieni je indikovano pfi pozitivhim vysledku screeningu na ¢asté aneuploidie
nebo pfi suspektnim UZ nalezu. Vysledek do 1 — 2 pracovnich dna.

2. - Celogenomova chromosomova mikroarray (Chromosomal Microarray analysis, CMA).
CMA submikroskopické zmény poctu kopii Usekdl na chromosomech — mikrodelece/ mikroduplikace —
CNV (Copy Number Variation) s citlivosti 50 — 100 kb. Touto metodou jsou detekovany nebalancované
chromosomové abnormality od velkych, viditelnych ve svételném mikroskopu az po submikroskopické
v souladu s rozliSovaci schopnosti metody.
Existuji dvé techniky CMA: array-CGH (komparativni genomova hybridizace kontrolni a vySetfované
DNA) a SNP array (kvantitativni genotypizace jednonukleotidovych polymorfism() — metody se doplriuji.
Klinicky vyznamné CNV jsou prokazovany u 5 — 10% vySetfovanych plodd s mnohocetnymi vadami
a normalnim karyotypem. Nalez potencialné klinicky vyznamné CNV by mél byt verifikovan u rodicl
stejnou technikou nebo jinymi metodami.
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INVAZIVNI METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY
— postup vysetreni

Zakladni vySetreni:

3. - Pri urcCitych indikacich je doporuceno klasické vysetieni karyotypu plodu (napf. pfi familiarni translokaci
nebo verifikaci nalezu jinou metodou.)
4. - Sekvenovani nové generace (NGS), prenatalni vySetfeni exomu (WES) — vySetfeni v indikovanych pfipadech

Cilena vysSetreni:

Vybér konkrétnich vySetfovacich metod urcuje klinicky genetik.
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ODBER PLODOVE VODY

INVAZIVNIi METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY

1) odber plodové vody (amniocentéza, AMC) — klasicka 16.- 20. t.g.

(punkce amnialni tekutiny pod kontrolou UZ) 16-20 ml
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PLODOVA VODA

INVAZIVNI METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY
1 ) odbér plodove vody (PV) - amniocentéza, AMC

funkce plodové vody: - prostfedi pro pohyb plodu
- ochrana pred vlivy zevniho prostredi
(narazy, tlaky, zvuky)
- reguluje teplotu plodu
- polykani PV, vyluCovani moci — pfiprava
travici soustavy na fungovani po porodu
- zdroj informaci o plodu
slozeni plodové vody: - je nazloutla, pfi pfenaseni i nazelenala
- 99% voda
- organické i anorganickeé latky — napf. glukoza,
bilkoviny, moc€ovina, kreatinin, mineralni latky,
bunky kize a gastrointestinalniho traktu plodu
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ODBER CHORIOVYCH KLKU

INVAZIVNIi METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY

2) biopsie choriovych klku (chorionic villi sampling, CVS) — 11. — 14.t..
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CHORIOVE KLKY

INVAZIVNIi METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY
2) biopsie choriovych klku (chorionic villi sampling, CVS) —

extraembryonalni tkan

chorion — vnéjsi obal kolem celého embrya, ktery se zvrasriuje do podoby klku,

odbér choriovych klkll se provadi v misté spojeni chorionu s placentou




INVAZIVNI METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY
2) biopsie choriovych klku (chorionic villi sampling, CVS)

CHORIOVE KLKY

ve vyvojové fazi blastocysty
dochazi k pfichyceni embrya

k epitelu endometrialni sliznice
délohy

povrchova vrstva bunék
v blastocysté = trofoblast

chorion vznika z trofoblastu

ratefské cévy Zlazky endometria decidua
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Choriovy kik: topograficke zndzornéni dvou vrstev frofoblastu; dle Gar-
reve (13)

trofoblast = povrchova vrstva bunék v blastocysté
sklada se ze syncitia + cytotrofoblastu
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CHORIOVE KLKY

INVAZIVNIi METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY
2) biopsie choriovych klku (chorionic villi sampling, CVS)

funkce choriovych klIk( — placenta vznika ze stény délozni sliznice zanofenim choriovych klkd do délozni sliznice
- choriové klky zvySuji povrch plodového obalu chorionu, umozniuji pfijem vyzivnych
latek z matciny krve

klky pfipominaji parozi vysoké zvére




ODBER KRVE PLODU

INVAZIVNI METODY PRENATALNIi DIAGNOSTIKY

3) odber krve plodu z pupecniku pod kontrolou UZ (kordocentéza, CC)
— po 20. t.g. — Casova tisen, ovéreni pritomnosti infekce (CMV —
cytomegalovirus)
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Prenatalni molekularne genetické vysetreni

INVAZIVNI METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY

QF- PCR z DNA plodové vody nebo choriovych klku
(Quantitative fluorescent polymerase chain reaction)

- vysledek 24 — 48 hodin

- kvantitativni fluorescenéni PCR

- rychla diagnostika nej¢astéjSich aneuploidii autosomi a gonosomu — 21, 18, 13, X, Y,
pripadné dalSich souvisejicich se SA (15, 16, 22)

- STR (Short Tandem Repeats) mikrosatelitni markery v intronech genu (2-6 bp, opakovani
2 — 100x) na chromosomech, je analyzovano vice STR markeru pro kazdy chromosom

- jedinci a alely riznych genu se liSi v poCtu opakovani STR

- délka fragmentu zavisi na poCtu STR opakovani, mnozstvi produktu na mnozstvi
templatové DNA — 2, 3 chromosomy, 1 chromosom

- PCR trva az 4 hodiny, fluorescencné znacené primery — kapilarni elektroforéza

- pfipadnou kontaminaci krvi matky lze touto metodou rozpoznat
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MOLEKULARNE CYTOGENETICKE
PRENATALNI VYSETRENI

INVAZIVNI METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY
array- CGH

(Komparativni genomova hybridizace na Cipu)

Vysledek do 3 dni
array — CGH — DNA Cipy odhali nebalancovany geneticky material

- odhali 0 5,2% patologickych nalezl vice nez klasicka cytogenetika

- DNA pacienta se hybridizuje na skli¢ko, na kt. jsou naspotovany sondy o znamé sekvenci — odhali
nebalancovany genet. material na vSech chromosomech

- detekce malych zmeén

-z AMC a CVS bez kultivace, tkan potracenych plodu (izolace DNA)

- potize s interpretaci nalezi — ne vSechny souviseji s postizenim (polymorfismy bez fenotypového
projevu - Copy Number Variation), nutné ovéfeni nalezu u rodicu, ev. genotypovo-fenotypova korelace

Nelze zachytit — balancované prestavby
- polyploidie
- malé mozaiky mensi nez 10, 20%
- bodové mutace
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Stanoveni karyotypu plodu
(oveéereni pritomnosti / nepritomnosti VCA)

INVAZIVNI METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY

délka kultivace plodové vody a choriovych klku je priblizné 10 dnt

délka kultivace krve plodu z pupeé€niku je 72 hodin (jako u periferni krve)
STANOVENI KARYOTYPU (metodami klasické cytogenetiky)
+ nasledné potvrzeni patologickych nalezii metodou FISH (molekularni cytogenetika)
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VROZENE CHROMOSOMOVE ABNORMALITY (VCA)

MOZAICISMUS - prenatalni diagnostika

INVAZIVNI METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY
AMC - odbér plodové vody analyza bunék plodu

mozaicismus - pFl'tomnostVZ nebo vice bqnéénych Ii’nil' ve vySetfovane tkani, které
se liSi karyotypem - NE VZDY SE JEDNA O PRAVY MOZAICISMUS

— pfitomnost pravého mozaicismu u plodu (v téle plodu jsou pfitomny 2 nebo vice bunécnych linii,
jejichz karyotyp je odlisny) napf. 47,XX,+21 [10] / 46,XX [20]

— riziko vzniku pseudomozaiky kultivaéniho ptivodu (kultivacni artefakt) (napf. pfitomnost

nadbyte€ného chromosomu nebo strukturni prfestavby v 1 mitdéze)
vylouceni kultivaéniho artefaktu - kultivace 2 paralelnich kultur z AMC
- opakovany odbér (AMC, CVS)

- riziko kontaminace materskou krvi pfi odbéru - po kultivaci nemohou bunky materské krve
ovlivnit vysledek karyotypu plodu, protoze buriky matefské krve se nenakultivuji v médiu specifickém
pro fibroblasty z kiize a sliznic plodu (amniocyty), (ale mohou ovlivnit vysledek analyzy metodou
PCR - izolovana DNA je smési DNA koznich fibroblastd plodu a krevnich bunék matky, proto pfi tomto
typu vySetfeni zafazujeme DNA matky jako jeden z kontrolnich vzorku)

- riziko kontaminace materskou tkani pfi odbéru — pfi pouzivané technice odbéru je minimalni riziko
kontaminace vzorku matefskou tkani a kultivacni médium je specifické pro amniocyty. Riziko,

Ze nakultivujeme spolu s tkani plodu i tkan matky je minimalni. é, N I :
- paralelné se stanovenim karyotypu provadime vySetfeni QF-PCR ‘ S
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VROZENE CHROMOSOMOVE ABNORMALITY (VCA)
MOZAICISMUS - prenatalni diagnostika

INVAZIVNI METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY

CVS - biopsie choriovych klku (chorionic villi sampling)
analyza extraembryonalni tkané (plodovy obal chorion)

- riziko vzniku pseudomozaiky kultivaéniho ptvodu hrozi u dlouhodobé kultivovanych
vzorku (za dlouhodobou je povazovana délka kultivace +/- 10 dnu)

- v dnesni dobé paralelné s vySetfenim karyotypu choriovych klkt vzdy provadime QF-PCR.
Pfi tomto vySetfeni srovnavame vysledky z DNA choriovych klki s DNA matky pro odhaleni
pfipadné kontaminace materskou krvi Ci tkani.

- pfi dlouhodobé kultivaci existuje riziko vzniku pseudomozaiky zpusobené kontaminaci materskou tkani (pouze

u plodu Zenského pohlavi, plod ma stejné gonosomy jako matka, neodliSime mitézy od matky a plodu) — prevence —
peclivé oddéleni matefské tkané pred kultivaci

- kontaminace mateiskou krvi pro cytogenetické vySetfeni nevadi (buriky krve se nenakultivuji za podminek kultivace
choriovych klku); pro molekularné genetické vysSetfeni je kontaminace krvi matky na zavadu — izolujeme DNA soucasné

z krve i klkl — smés DNA plodu a matky. )
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VROZENE CHROMOSOMOVE ABNORMALITY (VCA)
MOZAICISMUS - prenatalni diagnostika

pravy mozaicismus — rozdilny karyotyp u embrya a v extraembryonalni tkani choriovych klku

(kromé toho jak u plodu, tak v kilcich, mize byt karyotyp s pravou mozaikou
nebo bez mozaiky)

@ Diploidni C
© Aneuploidni

Riizné typy mozaicismu detekovatelné prenatdlni diagnostikou. A — Generalizovany mozaicismus postihujici
plod i placentu. B — Mozaicismus omezeny na placentu s pfitomnosti normalni i anomalni linie. C — Mozaicismus omezeny
na placentu s pfitomnosti pouze anomalni linie. D — Mozaicismus omezeny na embryo. (Upraveno podle Kalousek DK Cur-
rent topic: Confined placental mosaicism and intrauterine fetal development. Placenta 1994;15:219-230.)

placentarni mozaicismus —  — je mozny rozdilny nalez karyotypu embrya a extraembryonalni tkané
mozny zdroj faleSné - riziko, Ze placenta ma normalni karyotyp a plod trisomii je minimalni
pozitivnich vysledku - sporné nalezy jsou potvrzovany AMC

PFiblizné 2% vySetieni vzorkua z CVS pfinaseji nejednoznacny vysledek v dusledku chromosomového mozaicismu
(zahrnuje pravy mozaicismus a pseudomozaicismus). V téchto pfipadech je pro potvrzeni pfipadné chromosomoveé

Vs
aberace doporuc¢eno indikovat AMC. ‘ 0:’ N I : :}ﬁé‘;ﬂhm:
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METODY INVAZIVNI PRENATALNI
DIAGNOSTIKY

INVAZIVNI METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY

rizika invazivnich metod: - odtok PV po AMC
- klasicka AMC, CVS, CC -0,3 - 0,5% riziko odtoku
PV a abortu (u abortu do 2 tydnu po odbéru je uvazovano
o souvislosti s AMC, CVS, CC)

Hodnoty rizika jsou orientacni:

- zkuSenost |ékare odebirajiciho material

- mira sledovani zdravotniho stavu t€hotné a plodu (v€asnym podchycenim pfipadnych
komplikaci |ze predejit abortu)

klasicka cytogenetika — délka trvani vySetreni:
AMC - vysledek za 2 -3 tydny

CVS - 2 - 3 tydny (dlouhodoba kultivace)

CC — vysledek do tydne

molekularni genetika — délka trvani vySetreni:
QF-PCR —za 24 — 48 hodin
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FETALNI TERAPIE

neni béznym postupem v souvislosti s dediCnymi
chorobami plodu
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UPT (umeéleé preruseni téehotenstvi)
z genetické indikace

Ukondgeni gravidity pro VVV z genetické indikace je mozné do 24. t.g.

- interrupce — do 12.t.g.
- indukce abortu pozdeji

Pozdni zachyt VV (po 24. t.g.) — mezioborova komise — gynekolog,
odborny Iékaf (vada plodu), genetik,
psycholog — ve vyjimecnych pripadech
UPT i pozdeji

- individualni poradenstvi
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABNORMALITY U PLODU
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Zastoupeni chromosomovych zmén plodi

numericke i strukturalni

soucasné
3%
aberace aberace
strukturaini - numericka
43 % 54 %
trizomie 13
6 %
trizomie 18

trizomie 21
84 %
Zastoupeni chromozomdlnich poruch plodu:
a) prirozeny vyskyt chromozomdlnich abnormalit
(6,2 na 1000 Zivé narozenych = 0,62 %)
b) zastoupeni numerickych aberaci autozomu
(1,45 na 1000 Zivé narozenych)
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CHROMOSOMOVE ABNORMALITY

e vrozené chromosomové abnormality

(VCA) = viz prezentace ,,vrozené chromosomové
abnormality"

vysetreni konstitucniho karyotypu - pocetni

- strukturni

Kterakoli abnormalita mdZe byt pfitomna i v mozaice, ale prenatalni zachyt mozaiek neni pFili$

Casty.
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PREIMPLANTACNI GENETICKE
TESTOVANI embryi
(asistovana reprodukce)

PGT-A: preimplantacni genetické testovani aneuploidii
(drive PGS - preimplantacni geneticky screening)
PGT-M: preimplantacni genetické testovani monogennich chorob
(drive PGD - preimplantacni geneticka diagnostika)
PGT-SR: preimplantacni genetické testovani strukturnich chromosomovych prestaveb
(structural rearrangement)
(drive PGD - preimplantacni geneticka diagnostika)

PGT-A: array-CGH, MPS (masivné paralelni sekvenovani)

PGT-M: MPS

PGT-SR: M PS, SNP a rray ( Ka ryoma ppi ng ) Karyomapping — metoda umoZzriuje nepfimou DNA diagnostiku
pro v8echny lokusy lidského genomu. Podstatou je propojeni SNP

markerd s hledanou mutaci. Lze detekovat aneuploidie i mutace v genu.

Porovnavame SNP profily rodi¢l a embrya. Y 'H
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PREIMPLANTACNI GENETICKE
TESTOVANI embryi
(asistovana reprodukce)

- analyza nékolika bunék 5 - 6 denniho embrya = blastocysty (odbér trofektodermu),
v nékterych pripadech odbér bunék (blastomer) z 3 denniho embrya

- moznost detekce genetickych abnormalit embrya — aneuploidie chromosomu,
detekce nebalancovaného genetického materialu u embryi nosic¢u balancované
prestavby, analyza mutaci v genech (monogenni choroby)

- do délohy matky je implantovano embryo bez genetické zateze

- zvySeni pravdepodobnosti uspésneho tehotenstvi a narozeni zdraveho ditete

- vySetreni je mozné doplnit vySetrenim z plodove vody

- neni vyloucCena jina geneticka vada nez ta, ktera je vySetrena
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Obsah prezentace je v souladu s aktualnimi
doporucenimi Spolecnosti I€karskeé genetiky a genomiky
CLS JEP (www.slg.cz)

Kontakt pro dotazy: Navarikova.Marta@fnbrno.cz
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