i

FN BRNO |

h 4

Prenatalni diagnostika
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Prenatalni diagnostika

Historie
AMC 1966 (Steel a Breg) cytogenetika bez UZ

UZ zavedeni zac. 70. let, rutinni vys. Il. pol. 70.

CVS 1981, Brambati, Simoni
placentocentéza 1986 diagnosticka metoda
casna AMC konec 80.

Uroven v CR, zachyty (VVV, VCA), WHO hodnoceni




Metody prenatalni diagnostiky

I. neinvazivni = screeningové
UZ vysetreni
biochemické markery v MS

Il. invazivni = cilené - zeny z geneticky rizikovych skupin
AMC klasicka, casna
CVS casne, pozdni
kordocentéza
fetoskopie

lll. specialni: detekce fetalnich bunék v krvi matky
preimplantacni diagnostika




Prenatal diagnosis

noninvasive methods
1.UZ BCHM I11.UZ UUT

>
CVS AMC

early AMC cordocentesis

invasive methods

IHI.UZ
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Neinvazivni metody metody




UZ vysetreni=metoda screeningova

Vyznam: vyhledavani VVV a VSV

trifazovy UZ screening
l. 13.t.g. piesné gestaéni stari, VVV, nékteré VSV, poéet plodii
II. 20.t.g. VVV, VSV Il

lll. 32. -34. t.g. rastova retardace, hypotrofie plodu, hydrocephalus,
poloha plodu a placenty

dvoufazovy UZ screening
. 20.t.g. VVV, VSV
Il. 34.t.g. Vviz. trifazovy scr.




UZ markery chromosomovych aberaci

hypotrofie plodu

X, 3n

anomalie mog¢. ustroji 20%
defekty brisni stény 50%
srdecni vady 30%
nehemolyt. hydrops 30%
hygroma coli cysticum

pleuralni vypotek 30%
hydrocephalus 25%

19% +13,+18,-

+18
+21

80% -X

+18,+13, 3n, 4n




Screening biochemickych markert ze séra matky

Vyhledavani aneuploidii u plodu !
Podminka - presna délka gravidity !!!!

Il. trimestr: AFP a-1-fetoprotein

hCG lidsky choriovy gonadotropin

SP1 trofoblast specificky 31 globulin
uE3 nekonjugovany estriol

l. trimestr: PAPP-A pregnancy associated plasma
protein A

B-hCG podjednotka hCG
B-core hCG v moci




Vysetreni v |.trimestru




PAPP-A pregnancy associated plasma protein A

Diagnosticky vyznamny v l.trimestru

pod 0,4 MoM: +21( zachyt az 44%), +18 a +13 (az 89%)
vyuziti:

pro +21 citlivejsi v I. trim. nez AFP ve Il. trimestru
nepouzitelny ve Il. trimestru

termin odbeéru 8. - 12. t.g.

Rezervy v prenatalnim screeningu:
dusledné provadéni, normy, akreditace bioch.lab. ,

vysoce special. UZ, informovanost Siroké odborné i
laické verejnosti, uzka spoluprace s gynekology




Vysetreni ve Il.trimestru




AFP a-1-fetoprotein
Glykoprotein produkovany zl. vackem, fetalnimi jatry a
strevem, funkce neznama
max. produkce 12.-14. t.g. - v MS maximum ve 30.t.g.
po porodu prudky pokles

ll.trimestr: AFP 2,5 MoM - rozstepové vady (zachyt 95-
98%)

0,5 MoM - aneuploidie
+21,+18,+13,+8,+9,-X

|.trimestr: pro rozstepové vady - nepouzitelny
pro aneuploidie - nepouzitelny
Zaver: nizka hladina - aneuploidie
vysoka hlad. - rozstepove vady
hypotrofie plodu
odumreni plodu




hCG- lidsky choriovy gonadotropin

Glykoprotein produkovany trofoblastem-chorion-
placenta

Funkce - udrzovani ¢cinnosti zlutého teliska

podjednotka a- identicka s ost. peptid. hormony(92
AK)

B-spec. biolog. aktivita, termolabilni, pri
lab. t. se zvysuje hladina (145 AK)

hCG v MS- maximum v 10.t.g., pokles ve Il. trim.,
setrvala

hladina do porodu
Il. trim.screening: nad 2,0 MoM - aneuploidie

pod 0,5 MoM - nepfizniva prognoza
pro plod, +18

l. trim.screening: BhCG v 10.-12.t.g. prukaznéjsi pro




uE3 nekonjugovany estriol

Detekce v MS, vznika z estriolu, produkce placentou z
maternalnich substratu ( cholesterol )

norm. hladiny 0,5-2,0 MoM
Il.trim.: pod 0,5MoM - aneuploidie (+21)

l.trim.: . jen pro +21, pro ostatni VCA
nepotvrz.

SP1 trofoblast specificky 3-1-globulin

produkce syncytiotrofoblastem, ovlivhéna zménami
epitelu

placentarnich klku

diagnosticky vyznamny v 5.-9. a 14.-20. t.g.

Il. trim.: pod 0,5 MoM - intrauterinni rust. retardace, +18
nad 2,0 MoM - +21




Shrnuti screeningu aneuploidnich plodu

Podminka: méereni BCHM v MS - presna delka gravidity!!
Vyuziti: vyhledavani plodu s aneuploidii
Il. trimestr: snizena hl. AFP, uE3
zvysena hl. hCG,
rutinni vysetreni, normy

|. trimestr: neni screening !!!
snizena hl. PAPP-A
zvysena hl.  hCG, 3 core hCG v moci

kombinace 3 markert ve Il. trimestru - zachyt az 75%
kombinace 2 markeru v l. trimestru - 65%




Invazivni metody




Indikace k prenatalnimu cytogenetickému vysetreni

Geneticky rizikové skupiny=vyssi riziko narozeni ditete s
VCA
1. Vék matky: 35 let v roce porodu, pod 18 let

otce: 45 -55 let, soucet véku obou rodicu: 70 let
"

2. Patologické hodnoty biochemickych markert v MS

3. VVV nalezené na UZ (30% podminéno VCA)
4. Balancované VCA u rodicu (nosié¢i 1/400)

Méneé casté - neméné dulezité
vyskyt VCA v rodine, predchozi porod ditete s VCA,

familiarni sklon k nondisjunkci, ZCA (teratogeny,
rizikové prostr.), po IVF




AMC=amniocentéza

Aspirace plodové vody(PV) pod kontrolou UZ, riziko vykonu
0,5%

klasicka: odber 16.-18. t.g. 20ml (prevazuje)
casna: odbeéer 12.-14. t.g. 12-14 ml

Puvod amniocytu v PV: klize, respiraéni,
gastrointestinalni, urogenitalni trakt, pupecnik,
plodové obaly

4-6% bb kultivaceschopnych
vysetreni: cytogenetické, biochemické, molekularné gen.

Kultivace: 2 paralelni kultury - mozaiky x
pseudomozaiky

kontaminace PV: materskou krvi, fibroblasty




Frekvence vyskytu m. Down v populaci

1/800 priamér ve vSech vékovych kategoriich

vyskyt v zavislosti na véku matky
20-24 let 1/1500

25-29 1/1050
35 let 1/350
38 1/160
40 1/70
42 1/30

44 1/13




Z.achvt trisomie chromozomu 21 1993 - 2002

Rok +21 prenatdlng  +21 postnatdlng  Prenat. zachyt %
1993 12 10 55
1994 4 20 17
19935 7 16 30
1996 12 10 55
1997 12 12 S0
1998 16 6 73
1999 17 8 68
2000 15 9 63
2001 9+9 10 64

2002 8+5 14 48 !




Kordocentéza

Odbér po 20. t.g. transabdominalneé pod kontrolou UZ
podminka - stanoveni fetalniho hemoglobinu (HbF) !!!
Indikace:

stanoveni karyotypu v casove tisni

Fra-X

nalez mozaiky v PV

hemoglobinopatie: thalasemie, srpkova anemie,
hemofilie

metabolické poruchy: (200 vrozenych)

stanoveni hormonalnich hladin (17-OH-progesteron,
kongenitalni hypothyreosa,...)

fetalni infekce: toxoplasmoza, CMV, rubeola

komplikace:SA, fetalni krvaceni, amnionitida, arterialni
vazospasmus




Fetoskopie

Prima aspekce plodu fetoskopem,
transabdominalné, celkova anestezie

indikace: sy. provazené malformacemi koncetin,
orofacialni malf., genodermatozy

nahrada detailnim UZ

komplikace: SA(4%), intrauter.infekce(2%),
predéasny porod(10%), opakovani (4%)

Uniparentalni disomie(UD)=oba chr. v paru
puvodem od 1 rodice

prukaz: mozaika v CVS - AMC 2n plod-ztrata
nadbyt.ch.

teoreticky 1/3 ma oba chr. od 1 rodice-mol.gen.
prukaz




CVS=biopsie choriovych klku

Odbeér transabdominalni x transcervikalni pod UZ
kontrolou

riziko odbéru 1% ( 0,5% jako AMC)

casné CVS: 10.-12.tg. (nizsi tg. transverzalni redukce konéetin)
pozdni CVS: Il. a lll. trimestr (placentocenteza)
metoda prima - 2 hod kultivace s kolch., zpracovani
kultivacni- kratkodoba, cytotrofoblast

- dlouhodoba, mezench. stroma
otevreny systém, 5% CO:.

zpracovani, barveni, hodnoceni
nalez mozaiky -~ AMC, kordocenteza (podle t.g.)




CVS

CYTOTROPHOBLASTIC
GELL COLUMN

SYNCYTIOTROPHOBLAST




CVS - diskrepance v karyotypu

Fig. 1. Diagrammatic representation of the development of a mosaic morula resulting in a concep-
tus with chromosomal mosaicism involving both the chorion and the embryo; b, ¢ conceptus with a
nonmosaic embryo and mosaicism confined to the chorion




Placentarni mozaicismus (CPM)

Zdroj falesné pozitivnich a faleSné negativnich vysledkii

Typy CPM podile lokalizace:

l. nejbéznéjsi, aberace v cytotrofoblastu, neovlivni intrauterinni
rust - prFima metoda kultivace

Il. méné éasty, aberace v mezenchymu, IUGR - dlouhodoba
metoda kultivace

lll. vzacny, aberace v cytotrofoblastu i mezenchymu, IUGR,SA




Mozaiky chromosomovych aberaci podle doby
vzniku

Vznik postzygoticky

Fenotypovy projev zavisi na: typu chromosomu
distribuci abnorm. bb do tkani
stadiu vzniku (1., I1.)

l. vznik v blastocyste (pred diferenciaci) na embryo a extrembr.
tkan — mozaika pritomna v obou

Il. vznik v pozdéjsim stadiu (po diferenciaci) vembryu nebo v
extraembr. tkani, mitoticka nondisjunkce a prestavby vznikaji
casteéji v choriu ( savCi embryo vznika ze 3-4 bb blastocysty ve
stadiu 64 bb., ostatni bb vytvori extraemb.tk)

Abnormalni linie castéjsi v placenteé !!




Mozaiky

Vznik postzygoticky

Fenotypovy projev zavisi na: typu chromozomu
distribuci abnorm. bb do tkani
stadiu vzniku

l. vznik v blastocysté pred diferenciaci na embryo a extrembr.
tkan - mozaika pritomna v obou

Il. vznik v pozdéj$im stadiu v embryu nebo v extraembr. tK.
Abnormaini linie €asteéjsi v placente !!

Hypotézy vzniku mozaiky a diskrepance v nalezech u embrya av
extraemb.tk.

1. Mitoticka nondisjunkce a prestavby vznikaji castéji v choriu ( sav€i
embryo vznika ze 3-4 bb blastocysty ve stadiu 64 bb. Ostatni bb vytvori
extraemb.tk)

2. Mitotické chyby vznikaji v obou tk, embryo ma kontrolni mechanismus
limitujici deleni abnormalnich bb, v choriu se abnorm. bunky déli -
pretrvani VCA

3. Specifické abnormity mohou mit pozitivni vliv na bunky trofoblastu v
ruznych stadiich vyvoje placenty - zmény jsou vyhodné




Mozaiky - nalezy v prenatalnich vysetrenich

Predstavuji 0,3% vsech prenatalnich vysetreni

mozaiky aneuploidii 69,4%
mozaiky strukturnich aberaci 30,6%

autozomu 10,3%

gonosomu 5%

marker chrom. 15,3%
rozliSeni mezi pravou mozaikou a pseudomozaikou

reseni - doplnujici vysetreni
CVS-casna AMC
AMC-opak. AMC, kordocentéza




Mozaiky - nalezy v prenatalnich vysetrenich

Predstavuji 0,3% vsech prenatalnich vysetreni

mozaiky aneuploidii 69,4%
mozaiky strukturnich aberaci 30,6%

autozomu 10,3%

gonosomu 5%

marker chrom. 15,3%
rozliSeni mezi pravou mozaikou a pseudomozaikou

reseni - doplnujici vysetreni
CVS-casna AMC
AMC-opak. AMC, kordocentéza




Nalez VCA - riziko postizeni

Prenatalni nalez de novo balancované prestavby-riziko
postizeni plodu

reciproké translokace 6,1%
robertsonovské transil. 3, 7%
inverze 9,4%

nadpocetné marker chr.:
satelitni 10,9%
nesatelitni 14,7%

pocitano z cca 400 000 AMC




Integrovany test v gravidite

Schéma

10. t.g. PAPP-A z MS
!

12. t.g. UZ méreni NT vetsi nez 3 mm - casna AMC
!

norm. nalezy PAPP-A i na UZ
!

16.t.g. AFP, hCG - patologie -~ AMC
!

20.t.g. UZ zamérené na VVV a VSV - AMC, kordocentéza
!

porod
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Specialni metody




Detekce fetalnich bunék v materské krvi

Fetalni lymfocyty a granulocyty:
preziti az 27 let v mat. krvi a KD, odstranéni
protilatkami CD 45

Bunky trofoblastu:
cytotrof., syncitiotrof., priikaz spec. protilatkami
( nizka specifita )

Jaderné fet. erytroblasty:

preziti 90 dnt, neusazuji se v KD matky !!
Izolace:

pouzitim protilatek - HbE, HbF

centrifug. v hustotnim gradientu

Vyuziti:

mol. gen.vysetreni

FISH




Detekce fetalnich bunék v materské krvi

Fetalni lymfocyty a granulocyty:
preziti az 27 let v mat. krvi a KD, odstranéni
protilatkami CD 45

Bunky trofoblastu:

cytotrof., syncitiotrof., prukaz spec. protilatkami
( nizka specifita )

Jaderné fet. erytroblasty:

preziti 90 dnu, neusazuji se v KD matky !!
Izolace:

pouzitim protilatek - HbE, HbF

centrifug. v hustotnim gradientu

Vyuziti:

mol. gen.vysetreni

FISH




Jadernée fetalni erytroblasty
Kratka doba zivotnosti - 90 dnu
detekce po 8.tg., hustota cca 1/10 000

detekce Y u zen s plodem XX potvrdi resorpci plodu
XY(gemini)

izolace: monoklon.protilatky (transferinové receptory CD 71,
glykoforin A, trombospodin CD 36)

embryonalni HbE ( od 8.tg detekce v obéhu matky)
mikromanipulace ( po izolaci v hustotnim gradientu)
kultivace izolovanych fetalnich bb. ?7??

I Preferencné prechazeji do obéhu matky

Vyuziti: cytogenetika — FISH (aneuploidie)
molekul. gen. - CF, DMD




Preimplantacni geneticka diagnostika

Material: spermie, oocyty, polarni téliska, blastomery

1. Vysetreni spermii: mol. gen. a cytogeneticke, vyznam-

odhad genové a chromosomové mozaiky (FISH-poruchy v
meioze typu nulisomie, disomie, polysomie)

zvyseny vyskyt VCA:

(mozaiky aneuploidie gonosomui),
(VCA gonosomu, +13, +18),

prumér v populaci: 0,09-0,12% spermii

2. Oocyty: aneuploidie roste s vékem,
prumér v populaci: disomie 21 v 0,4% oocytu

Prirozena selekce patolog. embryi!!!! *
preimplantacni faze - 27% embryi nese VCA &
|.trimestr - 15% VCA

novorozenci - 0,6% VCA




Vysetreni blastomer

IVF !l analyza blastomery ve stadiu 6-8 bunék, odbér 1-2 bb,
implantace nepostizeného plodu

VysSetreni: aneuploidie

FISH CEP (21, 18, 13, 16, X, Y), aneuploidie — mozaiky !

X/Y — volba pohlavi (tézké X recesivni choroby) V rizikovych
rodinach

Kvantitativni fluorescenéni QF-PCR (aneuploidie)

Monogenni choroby:

Detekce monogennich chorob — cysticka fibroza mol.gen .detekce
nejcastéjsich mutaci

Strukturni aberace: znalost bal. t u rodicu
Pouziti znamych sond (napf. Rob t)
Priprava specifickych sond




ICSI

Intracytoplasmaticka injekce spermii

Zvyseny vyskyt zavaznych VVV — nepotvrzen

Zvyseny vyskyt VCA Il 1,5% x 0,6% norm. populace
Prevazne aberace X a Y (take 13, 18)

CFTR

Nutno vysetrit mutace CFTR genu u embryi po ICSI u muzu se

syndromem kongenitalni absence vas deferens

AF508 — zvysSeny vyskyt u muzu s poruchami reprodukce
(neobstrukcni azoospermie, téezka oligospermie)




