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1 UVOD

Inhibin A neni v Ceské republice standardné pouZivan jako biochemicky marker pfi
provadéni prenatalniho screeningu Downova syndromu. Jednim z hlavnich parametrt, ktery je
v piipad¢ screeningovych programt sledovan, je pozitivni prediktivni hodnota. Tento parametr
uddva pocet pravdivé pozitivnich testi ke vSem pozitivnim testim. Je ziejmé, Ze pozitivita
screeningu je ovlivnéna distribuci rizik u jednotlivych screeningovych programt. V nasi studii jsme
se zam¢fili na dvé skupiny pozitivnich vysledkll screeningu, ve kterych byl vyuzitelny inhibin A.

V prvnim ptipadé se jednalo o triple test a ve druhém ptipadé o integrovany test.



2  LITERARNI PREHLED

2.1 Biochemie a patobiochemie inhibinu A

2.1.1 Vznik a funkce inhibini

Inhibiny jsou glykoproteiny patiici do rodiny transformujiciho rastového faktoru beta
(TGF-B) (Mason A. J. et al., 1985), ktera cita vice nez 60 proteinti a zahrnuje dale také aktiviny,
které jsou podobné strukturalné, 1isi se ale po strance funkéni. Do této rodiny latek patii napft. také
AMH (Anti-Miilleriansky hormon). Inhibin byl poprvé popsan v roce 1923 (McCullagh D. R.,
1932) a je charakterizovan jako pohlavni hormon, jehoZ vyznamnou funkci je regulace produkce
folikulo-stimula¢niho hormonu (FSH) v bunikdch adenohypofyzy (Setchell B. P., Jacks F., 1974;
De Jong F. H., Sharpe R. M., 1976; Burger H. G., Igarashi M., 1988; Ledger W. L., Muttukrishna
S., 2014). Inhibiny u zen vznikaji v granul6zovych buiikach vaje¢nikd, inhibin A je v prubéhu
téhotenstvi produkovan také Zlutym téliskem a placentou. Inhibiny maji dilezitou roli v regulaci
folikulogeneze a zrani oocytu. Zatimco inhibin B je produkovany ptedev§im malymi antrdlnimi
folikuly, inhibin A je hormon zralych forem oocyti a téhotenstvi. Jeho plisobenim dochézi
ke snizeni produkce FSH. V soucasnosti je ovSem také zieymé, Ze funkce inhibinu zahrnuje
mnohem Sir§i spektrum ucinkd, které se netykaji jenom reprodukéniho systému. JakoZto jeden
z hlavnich reprodukénich hormoni je zapojen do parakrinni regulace folikulogeneze,
steroidogeneze a ovliviiuje biochemické procesy i v dalSich organech (Hsueh A. J. et al., 1987;
Woodruff T. K. et al., 1990).

U muzl se inhibiny majoritné tvofi v Sertolitho bunikach varlat, v mensi mife pak také
v Leydigovych bunkéch. Jejich syntéza je stimulovdna plsobenim androgent, avSak primarné
jireguluje spermatogeneze. V krevnim obéhu se vyskytuje pouze inhibin B, ktery negativni

zpétnou vazbou tlumi tvorbu FSH v hypofyze.
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Obr. 2 Hypotalamo-hypofyzarneé-gonadalni osa muze (prevzato a upraveno z ref. (Kiserud C. E.
et al., 2008))

2.1.2 Struktura inhibina

Ze strukturdlniho hlediska jsou inhibiny tvofeny dimerickymi glykoproteiny, které
se vyskytuji ve formé a podjednotky a podjednotek Pa a PBs. (obr. 3). Podjednotka a je spolecna
pro obé molekuly inhibint a specificnost je ddna pfitomnosti podjednotky Ba nebo podjednotky [g.
Podjednotka o ma molekulovou hmotnost zhruba 20kD a je pfipojena disulfidickou vazbou
na jednu ze dvou moznych podjednotek [ (molekulova hmotnost 13 kDa). B podjednotka
se vyskytuje ve dvou modifikacich — fa a Bg. Inhibin se tedy vyskytuje ve 2 izoforméach. Pokud

se spoji do dimeru pouze podjednotky P, vznikne molekula aktivinu, ktera mulze existovat

ve 3 izoformach.

12



Inhibin A Inhibin B
( x ( C 0«
—ﬁf& — oz
Activin A Activin AB Activin B
e==fos. =i 0k
ﬂA Bs Ss

Obr. 3 Podjednotkoveé slozeni inhibinii a aktivinii

Celkem bylo nalezeno nejmén¢ 9 biologicky aktivnich forem inhibinu (Good T. et al., 1995;
Robertson D. M. et al., 1995; Robertson D. et al., 1996). Tyto formy se 1li§i svou molekulovou
hmotnosti, kterd je ovlivnéna prodlouZenim fetézce aminokyselin na podjednotkach a tim padem
1 vétsi glykosilaci na C - termindlnim konci alfa podjednotky (Miyamoto K. et al., 1985; Sugino K.
etal., 1993).

Inhibin je kédovan 3 geny, které jsou zodpovédné za produkci tii uvedenych peptidd,
peptidu o, peptidu Pa a Ps. Alfa podjednotka inhibinu je u lidi lokalizovana
na chromozomu 2 (2q33-q36) (Barton D. E. et al., 1989), podjednotky BA a BB jsou lokalizovany
na chromozomech 7 (7p15-p13), resp. 2 (2cen-q13) (Mason A. J. et al., 1986). Pouze heterodimerni
podjednotky afa a afs, které jsou spojené kovalentné disulfidickym mustkem, tvofi aktivni formy
inhibini A a B. Ob¢€ formy inhibinu nejen potlacuji sekreci FSH v hypofyze, ale také maji lokalni
moduldrni efekt na gonadalni steroidogenezi (Ying S. Y., 1988; Baird D. T,
Smith K. B., 1993; Wald N. J. et al., 1996). Zralé inhibiny jsou rychle odplaveny z cirkulace, jejich
biologicky polocas je zhruba 3-6 minut (inhibin A) (Woodruff T. K., Krummen L. A. et al., 1993a;
Makanji Y. et al., 2009) a asi 3 minuty (inhibin B) (Makanji Y. et al., 2009). Pfi pokusu s radia¢né
znaCenym inhibinem A bylo zjiSténo, Ze se akumuluje ve slezing, nadledviné, kostni dfeni a ovériu

(Woodruff T. K., Krummen L. et al., 1993b).

2.1.3 Utinek inhibinu A v t&hotenstvi a jeho vyufZiti
Zdrojem inhibinu A je v t€hotenstvi zluté télisko a pozdéji placenta. Inhibin (a také aktivin)

funguji v lidské placenté parakrinné i autokrinné a lokédlné ovliviiuji tvorbu hormonii v placentg,
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bunécnou imunitu, rist bunék a diferenciace placenty a embrya. Inhibin A navic vstupuje
do matetské cirkulace a mize mit endokrinni efekt béhem tc¢hotenstvi. Sérové zmény téchto
proteinii reflektuji zmény v placentalni syntéze a sekreci (Ledger W. L., Muttukrishna S., 2014).
Pravé béhem téhotenstvi je jednim z hlavnich cirkulujicich proteinti inhibin A (Muttukrishna S.
et al., 1995; Fowler P. et al., 1998). Jeho sérova hladina klesa zhruba od 8. do 16. tydne gestace.
Hladina ziistava niz§i béhem druhého trimestru, poté se ale zvySuje az pétinasobné béhem tretiho
trimestru a dosahuje maxima ve 36 tydnu gestace (Ledger W. L., Muttukrishna S., 2014). V¢étSina
inhibinu detekovatelného v séru je pravdépodobné placentarniho piivodu (McLachlan R. 1. et al.,
1987; Muttukrishna S. et al., 1995). Funkce inhibinu A béhem tehotenstvi neni zatim objasnéna,
pravdépodobné ma ale autokrinni i parakrinni vliv na Grovni placenty a corpus luteum (Petraglia F.
et al., 1987). Placentdlni cytotrofoblast a syncytiotrofoblast secernuje inhibin A, ktery inhibuje
placentalni sekreci hCG a progesteronu. Biochemické latky, které jsou v prubchu téhotenstvi
produkovany placentou, jsou v nékterych ptipadech vyuzivany jako markery Downova syndromu
pfi provadéni screeningu tohoto genetického onemocnéni. Bylo zjisténo, ze zvySeni hladiny
inhibinu A je s urcitou pravdépodobnosti asociovano s pfitomnosti Downova syndromu a je mozné
jej vyuzit v kombinaci s dalSimi biochemickymi latkami produkovanymi fetoplacentarni jednotkou

(Wald N. J. et al., 1996).

2.1.4 Mechanismus pusobeni inhibinu
Inhibiny 1 aktiviny jsou ¢leny rodiny TGF-B a maji také spolecny vazebny membranovy

protein ActR II (Stenvers K. L., Findlay J. K., 2010), (aktivinovy receptor typu II), ktery
ma vysokou afinitu pro aktivin A a B, s mensi afinitou vaze také inhibin, ktery pusobi jako
antagonista aktivinu (jeho navazani blokuje vznik receptorového komplexu). Aktivinové receptory
jsou dimery Ser/Thr kindzovych podjednotek. Aktivinovy receptor typu I - ActR I vaze pouze
aktivin, po jehoz navazani dochazi k pfipojeni ActR II za vzniku membranového komplexu
a k transfosforylaci podjednotek ActR 1. Takto aktivovany receptorovy komplex spousti
fosforylacni kaskddu zahrnujici cytoplasmatické SMAD proteiny, které slouzi jako pienaSeCe
extracelularnich signdli ligand z rodiny TGF-f do jadra, kde ovliviuji transkripci piislusnych
gent. SMAD proteiny délime do nékolika ttid:

-  R-SMAD: receptorem regulované SMAD proteiny (SMAD 1, 2, 3,5, 8/9)

- Co-SMAD: interaguji s R-SMAD pii ptenosu signalu (pouze SMAD 4)

- I-SMAD: inhibuji ostatni SMAD proteiny (SMAD 6, 7)
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Inhibin se rovnéz vaze na receptor pl120 (inhibinovy receptor, protein o molekulové
hmotnosti 120 kDa), ktery je specificky pro inhibin B a vyskytuje se v hypotfyze a v Leydigovych
1 Sertolliho bunkach. Dale se inhibin vaze na TGF-BR III (receptor typu III pro transformujici
rustovy faktor beta), jinym nazvem betaglykan, ktery pusobi jako ko-receptor inhibinu a zvySuje

jeho afinitu k vazbé na ActRIIL. Tim inhibuje stimula¢ni efekt aktivinu cestou tohoto receptoru.

betaglykan
aktivin A inhibin
ActR | acril |
//_!;EE"_“.';F X \
Elt_ﬁ-‘fma!.,l
cytoplazma
Y jadro

ﬁm smad 4 transkriptni faktor

ITE.T:.W gen | — _/,

Obr. 4 Mechanismus pusobeni aktivinu a inhibinu pies membrdnovy receptor (prevzato a upraveno

z ref. (Stenvers K. L., Findlay J. K., 2010))

Degradace inhibini probihd, podobné jako u jinych peptidovych hormoni, za pomoci
receptory zprostiedkované endocytézy (Doherty G. J., McMahon H. T., 2009). V misté vzniku
komplexu inhibin-receptor dochéazi k postupnému vchlipeni plazmatické membrany (invaginaci)
avzniku vacku (endozomu), ktery se ndsledné spoji s lysozomem obsahujicim proteolytické
enzymy. Vzniklé fragmenty jsou dale chemicky modifikovany jaternimi enzymy a malé peptidy
jsou vylouceny moci. Timto mechanismem dochézi vlastné k modulaci G¢inku inhibinu, nebot’
se snizuje koncentrace hormonu v krvi i pocet receptorti v cilovych bunikéch. Na vzniku endozomu

se podili protein klathrin, ktery vytvari polymerni prostorové struktury v misté¢ invaginace a ptes
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tzv. adaptorové proteiny interaguje cytoplazmatickymi doménami receptord. Diky GTPaze
dynaminu dochdzi pak k odstépeni vezikulu od cytoplazmatické membrany. Klathrinovy plast
je poté uvolnén za pomoci auxilinu nebo heat shock cognate proteinu 70 a vezikul fuzuje s casnym
endozomem.

Existuji také mechanismy endocyt6zy nezédvislé na klathrinu, napf. kaveoldrni endocytdza
pfi niz vznikaji tzv. kaveoly (vchlipeniny plasmatické membrany) obsahujici proteiny kaveoliny,
které v membrané asociuji s cholesterolem a se sfingolipidy. I v této draze hraje dulezitou roli
pii odstépeni vezikulu GTPaza dynamin, vzniklé vacky mohou splyvat s tzv. kaveozomy (specialni
endozomy bohaté na kaveoliny), ale také s klasickymi ¢asnymi endozomy.

Z casného endozomu jsou pohlcené latky tfidény do riznych lokalit. Vezikuly jsou
recyklovany zpét na plazmatickou membranu a ostatni naklad mtize byt transportovan do lysozomu.
Diulezitym krokem na cesté mezi ¢asnym endozomem a lysozomem je tvorba multivezikularnich
télisek, do nichz jsou transportovany piedevsim receptory znacené ubiquitinem, které jsou urceny
k degradaci. V ptipad¢, ze ma dojit k recyklaci receptorti, slouzi endocytéza k doCasnému snizeni
poctu receptori na plazmatické membrané. Endocytéza také muze vést k odstranéni ligandl

z povrchu bunky (ligand je degradovan, receptor je recyklovan).

receptor ligand

vznik klathrinového vezikulu

\
cytoplazmaticka
A, Eetn, et membrana
e e e
adaptorovy /
protein P
=
Klathrin \
\\.\\
A @
e
4% £

casny endozom

Obr. 5 Mechanismus receptorem zprostiedkované endocytozy za ucasti klathrinu (prevzato z ref.

(Barth D. G., Miyuki S., 2006))
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2.2 Screening vrozenych vyvojovych vad

2.2.1 Definice screeningu a zakladni poZadavky na jeho provadéni
Pojem screening je pomérné hojné vyuzivan nejen v oblasti mediciny. Obecné se
dé konstatovat, ze existuje nckolik zplsobii hromadného testovani populace, které zahrnuji
pozorovani, monitorovani a screening (Leck 1., Wald N. J., 2000). V ptipadé pozorovani se jedna
o sledovani ur¢ité skupiny tak, aby bylo zjisténo, s jakou frekvenci se urity jev v této skupiné
vyskytuje. Tento zplisob hromadného testovani populace je v medicinskych oborech vyuzivan napf.
pro stanoveni vyskytu ur¢itétho onemocnéni v dané skupin¢ — stanoveni prevalence onemocnéni.
Smyslem pozorovani muze tedy byt napfiklad ziskdni informaci o vyskytu nemoci v populaci
bez dalSich krok sméfovanych ke konkrétnimu jednotlivci. Do urcité miry podobny charakter
ma monitorovani, s tim rozdilem, Ze v ptipadé potieby je ten, kdo monitorovani provadi, pfipraven
n¢jakym zplisobem na zjisténé skuteCnosti reagovat. Oba tyto typy hromadného testovani spojuje
to, ze ziskané vysledky jsou prospésné nikoliv pro konkrétniho jednotlivce, nybrz pro sledovanou
populaci nebo skupinu. Oproti témto dvéma typim hromadného testovani stoji screening.
Zakladnim smyslem screeningu v oblasti mediciny je identifikace konkrétnich jednotlivcl, kteti
maji vyssi nebo vysoke riziko moznosti vyskytu hledaného onemocnéni.
Zékladni charakteristiky racionalniho provadéni screeningu jsou nésledujici:
- Je to proces, ktery slouzi k vyhledani osob s vys$§im rizikem vyskytu ur¢itého onemocnéni
s ptedpokladem dalSich preventivnich nebo diagnostickych tkonti, které s timto
onemocnénim souviseji.
- Vétsinou tento proces diagnostickym nebo preventivnim tkonim piedchazi. Jedna
se o systematicky provadénd vysetfeni, kterd jsou zpravidla iniciovana néjakou autoritou
a provadéji se u urcité skupiny pacientll (napf. t¢hotnych Zen), aniZ by pfedem existovalo
divodné podezieni, ze pacient hledanym onemocnénim trpi.
- Smyslem procesu je ziskani potfebné informace z pohledu konkrétniho pacienta

tak, aby pro n¢j z tohoto vySetieni vyplyval uzitek.

Na zéklad¢ téchto predpokladi byl medicinsky screening v roce 1994 definovan
N. J. Waldem jako systematickd aplikace testu €1 vySetieni, kterym se identifikuji jedinci s uréitym
rizikem pro vyskyt né€jaké vady nebo onemocnéni. Smyslem screeningu je, aby nebyly provadény
dalsi vysetfeni nebo piimé diagnostické testy u osob, u nichz k tomu z hlediska vyskytu téchto

vad neexistuji zadné medicinské divody.*
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Tuto obecnou definici je mozno dale v detailech zptesnit pomoci n€kolika pozadavki, které
by mély byt splnény, aby mohla byt provadéna aktivita povazovéana za spravné a plnohodnotné
provadény screening. Mé&lo by platit, Ze screeningovy postup by mél na jedné strané piinaset
maximalni benefit z pohledu jednotlivce, ale na druhé stran¢ by mél byt ekonomicky a nezatézovat
zbytecné zdravotni systém.

- Hledané (screenovan¢) onemocnéni nebo porucha by mély byt jasné definované a konkrétné
medicinsky popsané. Toto plati v piipad¢ screeningu Downova syndromu, Edwardsova
syndromu, Patauova syndromu a také v piipad¢ defekt neurdlni trubice. Prevalence (vyskyt
v populaci) musi byt znama. Tento pozadavek spliiuje jak znalost ¢etnosti vyskytu Downova
syndromu v populaci, tak znalost Cetnosti vyskytu Edwardsova a Patauova syndromu,

ev. defektii neuralni trubice (obr. 6).
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Obr. 6 Prevalence trizomie 21, trizomie 18 a trizomie 13 (Savva G. M. et al., 2010)

- Me¢élo by se jednat o medicinsky zavazné onemocnéni, pro které existuje efektivni zptisob
1écby nebo jind moznost medicinského zasahu. V ptipad€ screeningu vyse uvedenych
syndromtll takovd moznost existuje. Po provedeni screeningu je mozno vysoce rizikovym
jednotliveiim, v tomto pfipad¢é t€¢hotnym zenam, nabidnout nékterou z metod invazivni
diagnostiky a nasledné testovani odebraného materidlu v genetické laboratofi.

- Jednotlivci ze sledované skupiny by méli mit rovnocenny piistup ke screeningu. Toto

pravidlo plati za pfedpokladu, Ze je screeningovy program pro urcity ucel oficialné vyhlasen
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zodpovédnou autoritou a jsou jasn¢ definovany vsechny ekonomické vztahy mezi
poskytovateli a platci zdravotni péce.

- Screening by mél byt ekonomicky, tzn., Ze vynalozené ndklady souvisejici s provadénim
screeningu by mély byt posouzeny v kontextu vlastnich nakladii souvisejicich pfimo s
provadénim screeningu (cena biochemického a ultrazvukového vysetfovani, vyhodnoceni
vysledkd, konzultace s t€hotnymi atd.). Ekonomicka efektivita by méla byt posouzena také v
SirSim kontextu a méla by zahrnovat naklady na vySetfeni a ukony, které po provedeni
screeningu nasleduji. V celospolecenském kontextu by souhrnna efektivita screeningového
programu méla uvazovat i s ekonomickymi dopady péce o postizené jedince.

- Vybaveni, které k provadéni screeningovych vysetieni slouzi, by mélo byt dostate¢né
dostupné. V praxi to vétSinou znamend nalezeni rozumného kompromisu v poctu
screeningovych center tak, aby na jedné strané¢ byl screening provadén ekonomicky
a na druhé stran¢ byl regiondln¢ dostupny. Jinymi slovy, vybaveni, které se pro provadéni
screeningovych vySetfeni vyuziva, by nemélo byt tak komplikované a nékladné,
aby jej neslo instalovat na vice pracovistich. Tento pfedpoklad zfejmé ale nemusi zcela platit
v ptipad¢ neinvazivniho testovani (NIPT).

- Piijjatelnost — v piipad€ pozitivniho vysledku musi existovat dalsi postup, ktery je obecné
akceptovatelny jak z pohledu provadéjicich screening, tak z pohledu pacientii. Na zaklad¢
vysledku ziskaného pomoci diagnostickych metod je mozné navrhnout dalSi postup —
pokracovani v téhotenstvi, ukonceni t€hotenstvi, ptipadné zvazeni terapeutického postupu.
Kazdy z kroki tohoto procesu miize byt uskuteénén az po souhlasu nastavajicich rodiéa.

- Screeningovy test musi byt jednoduchy a bezpe¢ny, coz souCasné screeningové protokoly
zalozené na provadéni biochemickych testl a méfeni ultrazvukovych parametrii spliuji.
Bezpecnost z pohledu te¢hotnych Zen spliiuje také neinvazivni testovani (NIPT). Slozitéjsi je
vSak otdzka jednoduchosti. Neinvazivni testovani je technologicky a védecky zalozeno na
tzv. sekvenovadni mimobunécné DNA. Tento typ testovani, na rozdil od béznych
biochemickych vySetieni, nelze v béZznych medicinskych laboratotfich provadét. Divodem

je ekonomicka, technologicka a personalni naro¢nost.

Aby mohl byt konkrétni test povazovat za screeningovy, musi byt spolehlivé znama
distribuce méfenych hodnot u postizenych a nepostizenych jedinct (obr. 7). Musi zaroven platit,
7e prekryv téchto hodnot u zdravé a postizené populace musi byt dostatené nizky. P¥i provadéni

screeningu musi byt stanoveno, kterd skupina je povazovana za nizkorizikovou a ktera za vysoce
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rizikovou (obr. 8). Odd¢€leni téchto dvou skupin se provadi nastavenim vhodného rozhodovaciho

limitu (hranice, ktera rozd€luje vysledky na pozitivni a negativni) (Leck 1., Wald N. J., 2000) .

= Downilv syndrom
| = = nepostizeny plod

0,2 0.5 10 2.0 30 40
at-1-fetoprotein (nasobek medidnu — MoM)

Obr. 7 Priklad rozdéleni hodnot biochemického markeru AFP v souboru téhotnych se zdravym

a postizenym plodem

L m— [ownilv syndrom
= = nepostizeny plod

1:100 1:200 1:500 1:1000 1:2000 1:5000
riziko

Obr. 8 Priklad rozdéleni hodnot biochemického markeru AFP v souboru téhotnych se zdravym

a postizenym plodem s prirazenym vyjadrenim rizika
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2.2.1.1 Zakladni parametry screeningu

Pro popis efektivity screeningovych programil se pouziva nékolik zakladnich parametri:
senzitivita, faleSna pozitivita, specificita, pozitivni prediktivni hodnota. Jednoduchy matematicky
popis téchto parametri Ize odvodit z rozdéleni vysledkii ziskanych pii provadéni screeningu.
Ziskané vysledky jsou pozitivni nebo negativni. Pozitivni vysledky mohou byt: spravné pozitivni
a (hledané onemocnéni je pfitomno a je screeningem spravné oznaceno jako pozitivni) nebo
nespravné pozitivni b (hledané onemocnéni neni pfitomno, ale vysledek screeningového vysetieni
je pozitivni). Negativni vysledky mohou byt: nespravné negativni ¢ (hledané onemocnéni je
pritomno, ale vysledek screeningového vysetieni je negativni) nebo spravné negativni d (hledané
onemocnéni neni pfitomno a vysledek screeningového vysetieni je negativni).

Tyto vysledky lze tedy matematicky velmi jednoduSe kombinovat a ziskat piedstavu

o zékladnich screeningovych parametrech (tab. 1).

Tab. 1 Matematické vyjadreni senzitivity a falesné pozitivity pri provadeéni screeningovych testi

(Polak P. et al., 2017)

postiZeni jedinci nepostizeni jedinci
pozitivni test a b
negativni test c d
atc b+d

senzitivita=a / (a +c)

faleSna pozitivita (1 — specificita) =b / (b + d)

Senzitivita screeningu popisuje, s jakou procentudlni pravdépodobnosti pouzity

screeningovy protokol dané onemocnéni spravné zachyti.

¥ 100 = senzitivita
a+c

Falesna pozitivita popisuje, s jakou procentualni pravdépodobnosti miize byt vysledek

screeningu pozitivni, pii cemz hledané onemocnéni ve skutec¢nosti neni pfitomno.

bTd X 100 = faleina pozitivita = (1 — specificita)

Specificita popisuje, s jakou procentudlni pravdépodobnosti screeningovy test spravné
oznaci vysledek jako negativni v pfipadé, Ze hledané onemocnéni neni pfitomno. V praxi se tento

parametr v oblasti prenatalniho screeningu prakticky nevyuziva.
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Pozitivni prediktivni hodnota (Positive predictive value) vyjadiuje procentudlné pocet
spravné pozitivnich vysledkd (hledané onemocnéni je pfitomno) ze vSech pozitivnich vysledk,
tedy 1 z téch, kdy vysledek je pozitivni, ale hledané onemocnéni ve skuteCnosti neni piitomno.
Neé¢kdy tento parametr mize byt zejména v anglické odborné literatufe vyjadien pomoci terminu
Odds of being affected given a positive result (OAPR) a vyjadiuje se jako pomér spravné
a nespravné pozitivnich vysledki (Wald N. J., Cuckle H. S., 1984).

Pfi hodnoceni téchto parametri a jejich vzajemnych vztaht plati, Zze senzitivita a faleSna
pozitivita nejsou zavislé na prevalenci screenovaného onemocnéni. Naopak, pozitivni prediktivni
hodnota je na prevalenci onemocnéni zavisld. Optimalni screeningovy test by mel mit co mozna
aby co mozna nejvice zen s postizenym téhotenstvim z pohledu hledaného onemocnéni bylo
screeningem odhaleno a naopak, co mozna nejméné Zen, jejichz téhotenstvi je v potadku, bylo
screeningem oznaceno jako pozitivni. Vztah mezi senzitivitou a faleSnou pozitivitou lze na zakladé¢
vysledka velkych studii vyjadiit pomoci ROC kiivek, ze kterych vyplyvaji také urcitd omezeni
pouziti riznych typl screeningovych programl (obr.9). Nalezeni optimdlniho screeningového
modelu ma jednak velky vyznam medicinsky, kdy je snahou minimalizovat rizika spojena

s provadénim napt. invazivnich diagnostickych postupt, tak i ekonomicky.
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Obr. 9 Vztah mezi senzitivitou a falesnou pozitivitou u screeningovych testit (ROC krivka)
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2.2.1.2 Vztah screeningu a diagnostické metody

Velmi struéné feCeno — diagnosticky test poskytuje definitivni odpovéd’, kdezto
screeningovy test pouze stanovi riziko. Vztah mezi screeningem a diagnostickou metodou je dan
charakterem ziskané¢ho vysledku. Screeningovy test pouze stanovi riziko pfitomnosti hledaného
onemocnéni, kdezto diagnosticky test poskytuje definitivni odpovéd’, zda jsou onemocnéni nebo
hledand vada pfitomny ¢i nikoliv. Zpravidla plati, ze screeningovy test by mél byt nabidnut
aproveden u vSech jednotlivel, ktefi patii do screenované skupiny (napf. téhotné zeny),
ale diagnosticky test by mél byt proveden pouze u téch, kteti maji na zaklad¢ vysledkli screeningu
zvysené riziko. Jinym zplisobem lze vyjadrit rozdil mezi screeningovou a diagnostickou metodou
napf. tim, ze na zéklad¢ vysledku screeningu se v praxi neprovadi zddné definitivni diagnostické
nebo terapeutické rozhodnuti, ale toto je mozno provést az na zakladé¢ vysledku diagnostické

metody.

2.2.1.3 Ultrazvukovy screening

Vedle biochemickych vySetfeni je velmi dulezitou soucasti screeningu vrozenych
vyvojovych vad také vySetfeni pomoci ultrazvuku. Prvni zminky o moznosti ultrazvukového
vySetfeni nitrodélozniho obsahu se objevily v 60. letech 20. stoleti. V 70. letech se ultrazvukova
vySetfeni stavala postupné soucasti porodnické praxe. S tim, jak se rychle zvySovala uroven
ultrazvukovych pfistrojiit a zlepSovala se jejich rozliSovaci schopnost, vzristal také vyznam
ultrazvuku v prenatalni péci. Diky tzv. ,real time* zobrazeni bylo moZno zacit posuzovat nékteré
anatomické detaily, a to jak v embryonalnim, tak i ve fetalnim obdobi. Na pielomu 80. a 90. let 20.
stoleti se objevily definice ultrazvukovych marker pro screening Downova syndromu, poruch
neuralni trubice (NTD), ale také dalSich morfologickych abnormalit. S dal§im zvySovanim kvality
ultrazvukovych pfistrojii vzristal vyznam dopplerovskych pritokovych markerd, trojrozmérného
zobrazeni, ev. multiplandrni analyzy. Nejvyssi citlivost pro detekci Downova syndromu maji UZ
markery, které lze vySetfovat v prvnim trimestru tehotenstvi. Pfi vyhodnoceni vysledki
kombinovaného testu lze statisticky s vysledkem méfeni nuchdlni translucence (NT) pracovat
obdobn¢ jako s vysledky biochemickych vySetieni. Senzitivita ultrazvukovych vySetteni je na jedné
stran¢ velmi vysokd, ale na stran€ druhé je velmi zavisld na erudici provad¢jiciho pracovnika.
Ve velkych studiich (Malone F. D. et al., 2005), (Wald N. J. et al., 2004) bylo napf. zjiSténo,
ze nuchdlni translucence ma jako screeningovy marker pro Downlv syndrom sensitivitu vyssi
nez 70 %, ale to samoziejmé plati za dodrzeni metodickych pravidel pro spravné meéteni tohoto UZ

parametru (FMF — Fetal Medicine Foundation).
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2.2.2 Biochemické markery ve screeningu vrozenych vyvojovych vad

2.22.1 Uvod

V pribéhu téhotenstvi dochdzi v organismu zeny k mnoha zménam. Tyto zmény se tykaji
také produkce biochemickych latek, které mohou byt monitorovany prostiednictvim razné
zaméfenych testi. V nckterych pfipadech mize byt smyslem sledovani zdravotniho stavu
nastavajici matky, v jinych pfipadech miize byt biochemické testovani vyuZzito pro zjisténi
informaci souvisejicich s plodem. Pravé pro TUucely screeningu nejfrekventovanéjSich
chromozomalnich vad plodu se provadéji u téhotnych zen biochemické testy, které zahrnuji
testovani jak v prvnim, tak ve druhém trimestru téhotenstvi. Je nutno zminit, ze ackoliv je ucelem
biochemickych testli odhalovat konkrétni genetickd onemocnéni, tak samotné biochemické testy
maji charakter surogéatnich markert, které souviseji s fenotypem plodu, ale zZadnd z téchto
biochemickych latek neni pfimo asociovand s konkrétnimi chromozomy, jejichz numerické zmény
jsou zodpoveédné za screenovana onemocnéni.

Z historického hlediska bylo ovSem prvni vyuziti biochemickych markerli spojovano
se sledovanim rizika vyskytu otevienych defektii neurdlni trubice. Pro tyto ucely se vyuzivalo
a dodnes vyuziva stanoveni alfa-1-fetoproteinu (AFP). Rutinné se vypocet rizika pfitomnosti
trizomie 21 na zakladé hladiny AFP a véku matky zacal pouzivat v roce 1987. V roce 1988 byl
do praxe uveden triple test, tedy screeningovy program zaloZeny pouze na stanoveni biochemickych
parametri ve druhém trimestru t€hotenstvi. Triple test vyhodnocoval riziko Downova syndromu
uplodu na zakladé kombinace hladin tfi biochemickych markert — AFP, humanniho
choriogonadotropinu  (hCG), nekonjugovaného estriolu (uE3) — a véku matky. Ctvrtym
biochemickym parametrem, ktery se zacal ve screeningu Downova syndromu pouzivat ve druhé
polovin¢ devadesatych let, byl inhibin A. Stanoveni ¢tyf uvedenych biochemickych latek
je oznacovano jako kvadruple test. V devadesatych letech bylo zjiSténo, Ze t€¢hotenstvi s Downovym
syndromem oproti normélnim té¢hotenstvim vykazuji zvySené hladiny free f-hCG a naopak snizené
hladiny PAPP-A v prvnim trimestru.

Ve stejné dob¢ bylo prokazano, ze u plodu s trizomii 21. chromozomu dochdzi k vyraznéjsi
koncentraci tekutiny v oblasti Sije. Tento parametr byl oznacen jako nuchélni translucence (NT).
Stanoveni NT bylo spolu s PAPP-A, free B-hCG a vékem matky za¢lenéno do tzv. kombinovaného
testu.
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Koncem devadesatych let bylo poprvé stanoveni rizika provedeno na zaklad¢ parametri
métfenych jak v prvnim, tak ve druhém trimestru téhotenstvi. Tento zptusob vyhodnoceni rizika

je oznacovan jako integrovany test.

2.2.2.2 Obecna charakteristika biochemickych markeru

Biochemické latky, které jsou vyuzivany ve screeningu vrozenich vyvojovych vad, jsou
produkovany fetoplacentarni jednotkou (Poldk P. et al., 2017). Bylo zjisténo, ze u téhotenstvi
nesoucich plod s Downovym syndromem nebo s né¢kterou z dalSich chromozomalnich aberaci, jsou
jejich hodnoty odlisné od téhotenstvi se zdravym plodem. V bé&zné praxi se vyuziva Sest
biochemickych latek (AFP, hCG, free b-hCG, PAPP-A, uE3 a inhibin A), které maji rtiznou
senzitivitu pro zachyt Downova syndromu. S vyjimkou nekonjugovaného estriolu patii vyuzivané
biochemické latky mezi glykoproteiny, které jsou charakterizované vyssi rozpustnosti nez bézné
proteiny a maji delsi pologas pietrvavani ve vaskularnim systému. Nekonjugovany estriol (uE3)
je steroidnim hormonem a zarovenn je latkou s nejmensi molekulou ze vSech screeningovych
biochemickych markert. Stanoveni se provadi pomoci imunoanalytickych metod. Mensi molekuly
se stanovuji zpravidla pomoci kompetitivni imunoanalyzy s jednim vazebnym antigennim mistem.
Vétsi molekuly se stanovuji imunometrickymi metodami se dvéma vazebnymi antigennimi misty.
Z pohledu detekce se zpravidla jedna o chemiluminiscen¢ni, fluorescencni, ptipadné radioizotopové

metody.

2.2.2.3 Total hCG a free p-hCG

Lidsky choriogonadotropin (hCG) patii mezi glykoproteiny. Syntéza hCG probiha
v syncytiotrofoblastu placenty. Molekula hCG je tvofena dvéma nekovalentné vazanymi
podjednotkami o a b, s celkovou molekulovou hmotnosti kolem 38 kDa. Biologickou specificitu
urcuje b podjednotka, a podjednotka je analogicka s a podjednotkou lidského lutropinu (LH),
follitropinu (FSH) a tyreotropinu (TSH). V télnich tekutindch se nachéazi jak ve form¢ intaktni
molekuly, tak ve formé volnych podjednotek. Degradacni produkty hCG se nachazeji také v moci,
jako napt. tzv. PB-core fragment. hCG je zodpovédny za stimulaci funkce Zlutého téliska.
U téhotenstvi s Downovym syndromem se nachazeji vyS$i hladiny hCG nez u téhotenstvi
s normalnim plodem, a to jak v prvnim, tak i ve druhém trimestru té¢hotenstvi. U trizomie 18.
a 13. chromozomu nachdzime naopak hladiny nizs§i. U tcéhotenstvi, kterd vznikla technikami
asistované reprodukce, jsou hladiny hCG mirné zvysené. Stanoveni koncentrace free f-hCG v krvi

se uplatnuje ptedevsim pii véasné diagnostice trizomie 21 béhem 1. trimestru gravidity.
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2.2.2.4 PAPP-A

PAPP-A (Pregnancy-Associated Plasma Protein-A) je latkou, kterd vznikd v pribéhu
téhotenstvi v placenté. Strukturdlné je jeho molekula sestavena ze ¢ty podjednotek.
Dvé podjednotky jsou vétsi a dvé jsou mistkové. Protein PAPP-A je metaloproteinaza Stépici
IGFBP-4. Jeho funkce v té€hotenstvi neni zcela prokdzand, ale predpokldda se, ze by se mohl
ucastnit regulace fetoplacentarniho ristu. U té€hotenstvi s chromozomélnimi aberacemi jsou jeho
hladiny v 1. trimestru nizsi a velmi nizké hladiny mohou také piedpovidat blizici se odumieni
plodu. Podobn¢ jako u hCG také hladiny PAPP-A jsou ovlivnény technikami asistované
reprodukce. V ptipadé PAPP-A ovSem zdlezi pfimo na postupu, jakym téhotenstvi vzniklo.
U in vitro fertilizace nebo ovula¢ni indukce jsou hodnoty nizsi, naopak u intrauterinni inseminace
jsou hodnoty PAPP-A zpravidla vyssi. Jeho funkce mimo téhotenstvi je spojena s proliferativnimi

procesy pii hojeni nebo kostni remodelaci.

2.2.2.5 AFP (alfa-1 fetoprotein)

AFP je vyznamny sérovy onkofetalni protein, ktery je v t€hotenstvi produkovan zloutkovym
vackem a fetalnimi jatry. Strukturalné a funkéné€ je podobny albuminu. AFP je marker, ktery je —
spoleéné s UZ vysetfenim — vyuZivan nejen pro screening chromozomalnich aberaci, ale také pro
detekci otevienych defektii neurdlni trubice. ZvySené hodnoty AFP v matetské krvi umoZznuji
zachyt anencefalie v 90 %, u ostatnich pfipadii poruch uzavéru neurdlni trubice v 85 %.
Ultrazvukové vySetieni zvysi detekéni pomér téchto vad na 95-100 %.

Pomoci vysSich hladin AFP lze zachytit — spolecné¢ s UZ vySetienim — 1 nékteré dalsi
malformace plodu jako omfalokélu, gastroschisis, thorakoabdominalni defekt, agenezi ledvin,
odumieni plodu, teratom, hydrocefalus, mnohocetné malformace, hygroma colli cysticum,
oligohydramnion, kongenitalni nefrézu, Meckeltiv syndrom a encefalokélu. U Zen, které otc¢hotnély
pomoci technik asistované reprodukce, jsou zpravidla vysSi hodnoty AFP po intrauterinni
inseminaci nebo u téhotenstvi s darovanym vajickem. Zeny s IDDM maji hodnoty AFP vétsinou
mirné€ sniZzené. Vyrazné sniZzené hladiny AFP se objevuji pifi pomalém vyvoji plodu, toxemii,
placentarnim tumoru, nebo u plodi s Downovym nebo Edwardsovym syndromem. Niz§i hodnoty

jsou charakteristické také pro trizonii chromozomu 13.

2.2.2.6 uE3 (nekonjugovany estriol)
Nekonjugovany estriol je nejvyznamnéjSim estrogennim hormonem v priabehu téhotenstvi.
V porovnani s dalSimi vyuzivanymi screeningovymi markery se jedna o malou molekulu. Mistem

vzniku jsou fetdlni nadledvinky, fetdlni jatra a placenta, kdy postupné dochazi k pieméné
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cholesterolu na DHEA sulfat a jeho hydroxylovanou formu, ktera se pak v placenté¢ méni
na nekonjugovany estriol. Tento steroidni hormon ma relativné kratky polocas rozpadu, s dobou
pretrvavani v krevnim ob&hu kolem 20-30 minut. Uéinkem se jedna o velmi slaby estrogen,
u n¢hoz se n¢kdy uvadi, Ze ma zmekcovaci tcinek na cervix pied porodem a Ze se ucastni reakci,
které ptedchazeji ptipravé mlécné zlazy pted laktaci. Estriol je z hlediska senzitivity pro screening
Downova syndromu o néco lepSim markerem nez AFP, ale to plati za ptfedpokladu dodrzeni
podminek preanalytické faze vySetfeni. Podobn¢ jako u AFP také u nekonjugovaného estriolu
se nachazeji u vSech tii hlavnich syndromii snizené hladiny této latky v krevnim obé&hu matky.
Mirn¢ niz§i hodnoty jsou zpravidla také u téhotenstvi, kterd vznikla v rezimu asistované
reprodukce. Vyrazn€ niz§i hodnoty mohou indikovat pfitomnost Smithova-Lemliova-Opitzova

syndromu.

2.2.2.7 Inhibin A

Tento protein patii do nadrodiny proteini TGF-B. Inhibin existuje ve form¢ A a B, které
se odliSuji B podjednotkou. Jeho funkci je regulace produkce FSH a GnRH. Funkce v téhotenstvi
spo¢iva v inhibici produkce FSH. Mistem vzniku inhibinu A u Zen je hypofyza, ovaria a placenta
au muzi Sertoliho bunky. Pravé placentdrni produkce inhibinu A se dd vyuzit ve screeningu
Downova syndromu, kdy zvySené hodnoty této latky mohou signalizovat vyssi riziko pfitomnosti
tohoto onemocnéni u plodu.

Podobné¢ jako je tomu u dalSich biochemickych latek ve druhém trimestru, také u inhibinu A
mohou byt jeho hladiny ovlivnény u t€hotenstvi, kterd vznikla pfi asistované reprodukci. V tomto
ptipadé jsou hladiny tohoto parametru zvySené az o tfetinu. V mensi mife jsou hladiny této latky
ovlivnény také rasou matky, koufenim nebo hmotnosti matky. Testovani inhibinu A je dalsi

moznosti, jak zvysit efektivitu screeningu ve 2. trimestru t¢hotenstvi.

2.2.2.8 Ocekavané hodnoty biochemickych markeru u trizomii 21, 18 a 13

Hodnoty biochemickych markert, stejné jako hodnota NT, se u t€hotenstvi s trizomiemi 21,
18 a 13 odliSuji od hodnot nalézanych u téhotenstvi s nepostizenym plodem (obr. 10-15).
Hodnoceni odchylky se provadi pomoci nasobku medianu (MoM), tedy stfedni hodnoty souboru,
ktera odpovida nepostizenym téhotenstvim.

Vyuziti medianu pro tyto ucely je vyhodné z nékolika diivodi: odstraiuji systematické

rozdily mezi laboratofemi, odstranuji rozdily mezi hladinami biochemickych latek pfi rtizném
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gestacnim stafi, hodnoty vyjadiené pomoci MoM jsou nezavislé na jednotkach a stejnym zptisobem

1ze provadét také hodnoceni méieni NT.

’I 0 S
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nuchalni translucence fB-h(G PAPP-A

Obr. 10 Hladiny biochemickych markerii u téhotenstvi s Downovym syndromem v 1. trimestru

(FASTER Study) (Malone F. D. et al., 2005)
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Obr. 11 Hladiny biochemickych markeru u tehotenstvi s Downovym syndromem ve 2. trimestru

(FASTER Study) (Malone F. D. et al., 2005)
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Obr. 12 Hladiny biochemickych markerii u téhotenstvi s Edwardsovym syndromem v 1. trimestru

(Bestwick J. P. et al., 2013)
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Obr. 13 Hladiny biochemickych markerii u tehotenstvi s Edwardsovym syndromem ve 2. trimestru

(Bestwick J. P. et al., 2013)
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nuchalni fB-h(G PAPP-A
translucence

Obr. 14 Hladiny biochemickych markerii u téhotenstvi s Patauovym syndromem v 1. trimestru

(Bestwick J. P. et al., 2013)
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Obr. 15 Hladiny biochemickych markeru u tehotenstvi s Patauovym syndromem ve 2. trimestru

(Bestwick J. P. et al., 2013)
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2.2.3 Screening v 1. trimestru, kombinovany test

Pro té¢hotnou zenu je vyhodou, kdyz se provadéni screeningového vysetieni presunuje do casnéjsiho
stadia téhotenstvi (Wald N. J., Hackshaw A. K., 1997). V tomto ohledu je v soucasné¢ dobé¢
screening v prvnim trimestru pro zeny optimalni volbou. Na druhé strané je tieba si uvédomit,
ze screening v 1. trimestru je sice vysoce efektivni, ale jeho vysledky mohou byt ovlivnény také
skutecnosti, ze zachytava 1 cast téhotenstvi s postizenymi plody, u kterych by mezi
1. a 2. trimestrem doslo k samovolnému ukonceni (Morris J. K. et al., 1999). Odhaduje se, ze mezi
1. a 2. trimestrem takto zanikne vice nez tfetina t¢hotenstvi, ktera nesou plod postizeny Downovym
syndromem. Kombinovany test se zpravidla provadi od zacatku 11. tydne tchotenstvi, tedy
od gesta¢niho stafi 10 tydnti a 0 dnti. Horni hranici pro provadéni kombinovaného testu je gestacni
stafi 13 tydnti a 6 dnd.

Screeningové vySetieni se v 1. trimestru sklada ze dvou biochemickych testii a vySetfeni
rizného poctu ultrazvukovych parametri. Na zakladé¢ vyhodnoceni mnoha publikovanych praci,
které se zabyvaly efektivitou tohoto typu screeningu, bylo zjisténo, ze jeho vytéznost se mirn¢ meéni
v prubéhu sledovaného obdobi. Tato skutecnost souvisi se zménou senzitivity jednotlivych
screeningovych parametrli, které se v pribéhu 1. trimestru pro vypocet rizika pouzivaji
(tab. 2 a 3) (Palomaki G. E. et al., 2007).

Kombinovany test mize byt provadén v rizném uspotadani, které se muze lisit poctem
vySettovanych UZ markera a také riiznym statistickym nastavenim hodnoceni ziskanych vysledkt
anaslednym managementem t¢hotné — kombinovany test, kombinovany kontingencni test,

kombinovany test jako sou€ast integrovaného testu.
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Tab. 2 Markery 1. trimestru a jejich senzitivita v zévislosti na tydnu te¢hotenstvi (Palomaki G. E.

etal, 2007)
Markery 1. trimestru - senzitivita (pfi 5% FPR)
Parametr/tyden 11. 12. 13. Primér
v 11. - 13. tydnu
NT 63 61 56 60
PAPP-A 42 36 29 36
Free B-hCG 32 37 43 37
Vék matky, PAP- 67 66 66 66
A, Free B-hCG
VéEk matky, NT, 85 83 81 83
Free B-hCG

Tab. 3 Priimeérné hodnoty medianii u plodii s Downovym syndromem (Palomaki G. E. et al., 2007)

Hodnoty markeri (MoM) u plodi s Downovym syndromem v 1. trimestru téhotenstvi

Parametr/tyden 10 11

12

13
Free B 1,72 1,82 1,98 2,21
PAPP-A 0,40 0,46 0,51 0,58
NT 2,18 1,92 1,69

2.2.3.1 Kombinovany test

Zakladnim zptisobem provadeéni screeningu v 1. trimestru je vySetieni, skladajici se ze dvou

biochemickych marker (PAPP-A, free f HCG) a méfeni nuchdlni translucence (NT). Dalsi

moznosti jak jednoduse zvysit senzitivitu tohoto typu screeningu je pfidani dal$iho biochemického

markeru: PIGF — placentarniho rlstového faktoru. V praxi se zatim tento biochemicky parametr

vySetfuje velmi sporadicky. Zavedenim PIGF se teoreticky zvysi senzitivita screeningu o 1-6 %,

piicemz je doporucen odbér PIGF az na konci 1. trimestru. Vysledek tohoto screeningu

je povazovan za definitivni vyjadfeni rizika. V tomto piipad€ se pouziva jeden cut-off, zpravidla
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je to hodnota rizika 1 : 300, kterd rozdéluje téhotné Zeny do vysoce rizikové skupiny a Zeny
s nizkym rizikem.

Zenam s pozitivnim vysledkem screeningu je nabidnuto provedeni invazivniho zakroku
a poté genetické vysetieni ziskaného biologického materidlu. Pokud je dostupné provedeni odbéru
choriovych klkl, tak se mu dava z ¢asovych divodi prednost pied provedenim aminocentézy.
Odbér plodové vody se obvykle provadi az po ukonceném 1. trimestru t¢hotenstvi. Toto usporadani
screeningu ma zhruba 85% senzitivitu pro zachyt plodi s Downovym syndromem pii 5% falesné

pozitivité.

2.2.3.2 Kombinovany kontingencni test

Pokud se k vySetfovanym parametrim kombinovaného testu ptidaji dal$i ultrazvukova
vySetteni a zméni se zpusob hodnoceni ziskanych vysledki rizik, tak hovofime
o tzv. kontingencnim uspofddani kombinovaného testu. K témto ultrazvukovym vySetfenim patii
ovéteni pfitomnosti nosni kustky (NB), dopplerovské vysetfeni trikuspidalni regurgitace (TR),
vySetfeni ductus venosus (DV), méfeni fronto-maxillo-facidlniho uhlu (FMF) a eventualné detekce
aberantni pravé podklickové arterie (ARSA).

Z pohledu hodnoceni vysledkil jsou v tomto piipadé stanoveny dvé hodnoty cut-off, které
rozd@li t€hotné Zeny do tii skupin (obr. 16). Prvni cut-off je zpravidla urCen rizikem 1 : 100
a vysledky s vy$Sim rizikem jsou oznaCeny jako pozitivni. V téchto piipadech se zenam nabizi
provedeni invazivniho zékroku a geneticka diagnostika. Druhy cut-off je nastaven zpravidla pro
riziko 1 : 1000. Zeny, které maji vysledek rizika nachazejici se v intervalu mezi 1 : 100 az 1 : 1000,
jsou dale vySetfovany pomoci uvedenych ultrazvukovych markerii a jejich riziko je znovu ¢iselné
vyjadieno. U ¢€asti zen se timto zplisobem potvrdi opodstatnénost provedeni invazivniho zékroku,
kterym je zpravidla odbér choriovych klkii. Druhd ¢ast Zen se naopak provedeni invazivniho
zakroku, diky dalSim ultrazvukovym vySetfenim, vyhne a jejich definitivni vysledek screeningu je

negativni.
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kombinovany test
1:100-1:1000

’ ' '

stredni riziko

cut-off 1:100 cut-off 1:1000

vysoké riziko vySetieni dalsich ?Iikea:;fnkg
\ UZ markerii / g
nabidka invazivni stanoveni nového
diagnostiky (CVS, AMC) rizika

Obr. 16 Schematické zndzornéni provadeni kombinovaného kontingencniho testu (Spole¢nost

1ékai'ské genetiky CLS JEP, 2014)

Vysledek screeningu u zZen, jehoz hodnota rizika je nizs$i nez 1 : 1000, je povazovan
za negativni a u téchto Zen neni tfeba provadét genetické invazivni vysetfeni. V praxi je ovSem
problematické zavedeni ploSného screeningu tohoto typu, zejména z diivodu jeho dostupnosti pouze
ve vysoce specializovanych centrech, ¢asové naro¢nosti provadéni vétsiho poctu ultrazvukovych
vySetfeni a také diky skuteCnosti, Ze ne u vSech té¢hotnych Zen lze tyto parametry spolehlivé
a reprodukovateln¢ zméefit. Dle poctu pouzitych UZ markert je senzitivita tohoto typu screeningu

vysS§i nez 90 % pii 5% faleSné pozitivite.

2.2.3.3 Kombinovany test jako soucdst integrovaného testu — sekvencni integrovany test (Loucky
J.etal., 2015)

Kombinovany test, jak v zakladnim uspotadani, tak s rozsifenou paletou UZ markerti, mize
byt 1 soucasti tzv. integrovaného testu, ktery spojuje vySetfeni provedend v 1. a 2. trimestru
téhotenstvi do jednoho vysledku (obr. 17). V pfipadé tzv. plné integrovaného testu se vysledek
kombinovaného testu v 1. trimestru samostatné nehodnoti a ziskané vysledky biochemickych
a ultrazvukovych vySetfeni se vyhodnocuji az po provedeni dalSich biochemickych vySetieni
ve 2. trimestru. Tento zpiisob hodnoceni screeningu ma sice statisticky nejvyssi Uc€innost, ale
nereaguje na jasné pozitivni vysledky kombinovaného testu v 1. trimestru a z pohledu téhotnych
zen muze byt vnimdn jako stresujici. Sekvencni forma integrovaného testu tuto nevyhodu

odstrafiuje, pfiCemz je zachovana vysokd senzitivita screeningového protokolu. Usporadani
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sekvencni formy integrovaného testu vychéazi ze statistickych hodnoceni, podle kterych
je u kombinovaného testu v prvnim trimestru stanoven cut-off, oznacujici jako pozitivni pouze Zeny
s extrémné vysokym rizikem. Zpravidla se pouziva hranice 1 : 30, nebo 1 : 50.

Ve skupiné pozitivnich vysledki je zenam nabidnuto provedeni invazivniho vykonu (biopsie
choriovych klki — CVS) a uz se neprovadéji dalsi screeningova vysetieni ve druhém trimestru.
Zeny s negativnim vysledkem v 1. trimestru pokra¢uji do druhého trimestru, kde je jim proveden
odbér krve a biochemicka stanoveni hCG, uE3 a AFP, ev. inhibinu A. Vysledek screeningu
je vyjadien jako jedno riziko vypocitané ze vSech provedenych biochemickych testi
a ultrazvukovych méfeni. Vyhodou tohoto typu screeningu je vysoka senzitivita (> 90 %) a to
i v pripad€, ze nelze v prvnim trimestru z objektivnich divodl vysetfit kompletni spektrum UZ
markerd. Nevyhodou je skutecnost, Ze t¢hotna Zena se vysledek screeningu dozvi o néco pozdé&ji

nez v piipadé samostatného kombinovaného testu.

kombinovany test
cut-off 1:30 (1:50)
J 0

: v

nizké riziko
(negativni)

'

_nabl’c.lka’ provedeni integrovaného testu

invazivni (s vyuzitim viech markerd
diagnostik kombinovaného testu) cut-off 1:150, 1:250
I

’ v

nizké riziko
(negativni)

vysoké riziko

vysoké riziko

:

nabidka invazivni diagnostiky

Obr. 17 Schematické zndazornéni provadeni kombinovaného testu v ramci sekvencniho

integrovaného testu
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2.2.3.4 Biochemické markery v 1. trimestru jako soucdst sérového integrovaného testu

Pokud neexistuje moznost kvalitniho ultrazvukového vysetfeni zeny v 1. trimestru
téhotenstvi, je mozno algoritmus screeningu zalozit pouze na vySetfovani biochemickych
parametrii. Sérovy integrovany test vyuziva standardnich screeningovych biochemickych vySetteni
v 1. 1 2. trimestru téhotenstvi. Zpravidla se provadi vySetfeni PAPP-A v 1. trimestru a tento
vysledek se integruje po provedeni biochemickych testd ve druhém trimestru do jednoho
vysledného rizika. Senzitivita tohoto testu je zhruba srovnatelnd se zakladnim kombinovanym

testem provadénym v 1. trimestru, tedy kolem 85 % pfti 5% fale$né pozitivité.

2.2.4 Screening ve 2. trimestru, integrovany test, triple test, kvadruple test

Screening ve druhém trimestru téhotenstvi je zalozen na provadéni biochemickych
vySetfeni. V soucasné dobé je mozno tento typ screeningu provadét a vyhodnocovat samostatné,
nebo jako soucast integrovaného testu. Samostatné provadéni, zejména v piipadé triple testu,
je dnes uz povazovano za nedostatecnou screeningovou metodu, a pokud neexistuje moznost
integrace vysledki, tak je upfednostiovan kombinovany test v 1. trimestru. Lepsi parametry nez
triple test, ma kvadruple test, ktery vyuziva pro vypocet rizika také vysledek stanoveni inhibinu A
(Wald N. J. et al., 2004). Bohuzel v Ceské republice se toto vySetfeni prakticky neprovadi, a tak
1 vyuZiti screeningu ve formé¢ kvadruple testu je zanedbatelné.

Tehotensky screening ve druhém trimestru je historicky starSi nez prvotrimestralni
screening. Vypocet rizika postizeni plodu je provadén pouze na zaklad¢é vysledki biochemickych
vySetfeni. V tomto obdobi t€¢hotenstvi je mozné provadét vysetieni hCG (volné b podjednotky nebo
celkového hCQG), alfa-fetoproteinu, nekonjugovaného estriolu, ptip. inhibinu A (tab. 4, 5) (Wald N.
J. et al., 1996). Tato biochemicka vySetfeni mohou byt hodnocena bud’ izolované pouze v ramci
vyjadieni rizika ve 2. trimestru, nebo se mohou stat sou¢asti integrovaného testu. Tato vySetieni se
provadéji od 15. do 22. tydne te€hotenstvi. Vysledek vySetieni musi byt dostupny tak, aby v ptipadé
pozitivniho vysledku screeningu a potvrzeného zavazného nalezu pomoci diagnostické metody bylo
mozno téhotenstvi ukoncit do 24. tydne téhotenstvi. Je ovSem smysluplnéjsi, aby se tato vySetieni
ve druhém trimestru provadéla co mozna nejdiive, tzn. spiSe na jeho zacatku, optimalné v 15. nebo
16. tydnu. Na rozdil od biochemickych parametri vySetfovanych v 1. trimestru se senzitivita

druhotrimestralnich biochemickych markert v priitbéhu té¢hotenstvi nijak neméni.
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Tab. 4 Markery 2. trimestru - senzitivta (15. - 18. tyden) (pri 5% FPR) (Wald N. J. et al., 2004)

Parametr ve 2. trimestru Senzitivita
AFP 42 %
uE3 52 %

free B hCG 61 %
total hCG 53 %
Inhibin-A 59 %

Tab. 5 Hodnoty markerii (MoM) u plodii s Downovym syndromem ve 2. trimestru tehotenstvi

Parametr ve 2. trimestru

AFP 0,74
uE3 0,61
hCG 1,91
Inhibin-A 2,00

2.2.5 Srovnani screeningovych programi p¥i 5 % FPR, s nastavenim cutt-off a stanovenim

dalSich podminek

Objektivni srovnani efektivity screeningovych programi by mélo byt soucasti volby vhodné
screeningov¢ strategie. Tehotnd Zena by v ramci sledovani svého téhotenstvi méla byt informovana
o vyhodach a nevyhodach ¢i tuskalich jednotlivych screeningovych programti (obr. 18, tab. 6)
(Cubusky M. et al., 2018). Vzijemna zavislost senzitivity a faleSné pozitivity umozituje srovnani
efektivity jednotlivych screeningovych testi. Umoznuje také modelaci efektivity konkrétniho
screeningového testu, tedy sledovani, jakym zplisobem se méni napi. faleSna pozitivita
pfi sniZzovani €1 zvySovani senzitivity screeningového testu.

Snizovani ¢i zvySovani senzitivity souvisi s nastavenim cut-off (hranice pozitivity). Cut-off
je hodnota rizika vyjadfend matematicky, ktera soubor sledovanych téhotnych Zen rozdéluje

na zeny s vysokym rizikem postizeni plodu a Zeny s rizikem nizkym. Pro objektivni srovnani
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jednotlivych screeningovych testl se zpravidla zafixuje jeden sledovany parametr (napt. 5 % FPR)
asleduje se, jak se u jednotlivych screeningovych testi méni hodnoty parametru druhého

souvisejiciho — senzitivity.
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Obr. 18 Grafické znazornéni efektivity screeningovych testii pri 5 % FPR (Cubusky M. et al., 2018)

Tab. 6 Srovndani efektivity screeningovych testii pro 5 % FPR a odpovidajici nastaveni cut-off
(Cubusky M. et al., 2018)

Riziko postiZeni

Screeningovy

o o
Test Cut-off DR (Ff’s)‘;el;zétglta plodu p¥i cut-off program neodhali Poznamka
priSYe (%) postizeny plod (%)
Senzitivita se méni v
b zavislosti na odbéru
Kombinovany test i icky
any 1:260 84-86 0,38 14-16 biochemickjch
(11.-13. tyden) marker(. Casné&jsi
odbér krve senzitivitu
mirné zvysuje.
Nelze provadét
Kombinovany test populaéné s
+ dalsi UZ vySetienim v§ech UZ
. parametru. U ¢asti
markery (NB, TR, 1:300 90 (>90) 0,33 2-10 Jen nelze vySetfit z
DV, FMF uhel) objektivnich diivodii
(11. - 13. tyden) viechny uvadéné UZ
markery.
Provadi se pfi
pozdnim zachytu
Triple test 1:130 69 0,76 31 gravidity, nebo jako
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Cut-off v prvnim
trimestru musi byt
nastaven 1 :30 -1 :50.

Sekvenéni Senzitivita tohoto typu
integrovany test 1:330 92 (>92) 0,3 <8 screeningu se zvysuje
(s triple testem) nad 92%, pokud jsou v

algoritmu vypoctu pfi
integraci uvedeny
dalsi UZ markery.

2.3 Neinvazivni prenatalni testovani

2.3.1 Uvod

Soucasné screeningové metody, které se snazi odhalit zvySené riziko piitomnosti
nejcastéjSich geneticky podminénych vyvojovych vad plodu, jsou =zalozeny na méfeni
biochemickych nebo ultrazvukovych markerti. V pribéhu téhotenstvi fetoplacentarni jednotka
produkuje urcité biochemické latky, jejichz hladina se odliSuje u postizenych a nepostizenych
t€hotenstvi. Je zajimavé, Ze dodnes neexistuje spolehlivé a jednoznaéné vysvétleni, proc¢
u postizenych t¢hotenstvi zpravidla dochazi bud’ ke zvySeni, nebo ke snizeni hladiny sledovanych
biochemickych latek.

NejcastéjSim geneticky podminénym onemocnénim plodu je Downiliv syndrom, tedy
trizomie chromozomu 21. Zadny z biochemickych markeri, ktery se ke stanoveni rizika pfitomnosti
této trizomie pouzivd, neni pfitom geneticky koédovan piimo na chromozomu 21. Podobnym
zpisobem muzeme hodnotit i vztah biochemickych parametrti k dalSim nejCastéjSim genetickym
onemocnénim, kterymi jsou Edwardsiiv syndrom (trizomie chromozomu 18) a Patauiv syndrom
(trizomie chromozomu 13).

S rozvojem ultrazvukové diagnostiky dochazi od 90. let minulého stoleti k zaclenovani
ultrazvukovych markerti do screeningovych protokold. Také v tomto pfipadé se uritym zptisobem
odlisuji vysledky, které jsou nalezeny u nepostizenych plodi, od vysledki s postizenym
t€hotenstvim. Jak biochemické, tak ultrazvukové screeningové markery mizeme souhrnné oznacit
jako tzv. surogatni parametry, které maji souvislost s fenotypem nenarozené¢ho ditéte.

Nejnovejsi zplisob testovani je, na rozdil od vySe uvedeného, zalozen piimo na analyze
genetické vybavy plodu. Zasadnim objevem v této oblasti byla prace Dennise Lo et al., publikovana
v roce 1997. Autoii (Lo Y. M. et al., 1997) v ni popsali pfitomnost genetické vybavy plodu

v mateiské plasmé a séru (obr. 19).
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Tento ptevratny objev vyvolal snahu mnoha védeckych tymti o jednozna¢nou identifikaci
genetického statutu plodu, ktery by mohl byt jednoduse realizovan prostfednictvim pouhého odbéru

krve nastavajici matky. Tim byl dan zéklad pro tzv. neinvazivni prenatalni testovani (NIPT).

|l
FeSpem|

Obr. 19 Schematické zndzorneni prechodu fetalni a maternalni extraceluldrni DNA do krevniho

obéhu matky

2.3.2 Geneticka vybava plodu v krevnim obéh matky

V nasledujicich letech se bohuZel ukazalo, ze oddé€leni genetické vybavy plodu od genetické
vybavy matky a jeji posouzeni z pohledu moZnych genetickych onemocnéni neni jednoduchou
a snadnou zalezitosti. Objevilo se n€kolik konceptt, které se o to snazily, ale vyznamnéjsi posun
v této oblasti nastal az po roce 2008, kdy byla popsana metoda masivniho paralelniho genomického
sekvenovani DNA plodu v matetské plasmé (Chiu R. W. K. et al., 2008). V té dob¢ doslo také
k popisu nékterych zékladnich vlastnosti kratkych fragmenti volné extraceluldrni fetdlni DNA
(cffDNA). Jeji obsah byva zjednodusené oznafovan jako fetalni frakce. Bylo zjiSténo, ze fetalni
frakci lze detekovat v krvi matky zhruba od c¢tvrtého tydne téhotenstvi. Obsah této fetalni
extracelularni DNA v poméru k extracelularni DNA matky je fadové v jednotkach procent.
Dtlezitou vlastnosti téchto malych fragmentti DNA je také jejich pomérné kratka doba pietrvavani

v krevnim ob&hu matky, kterd je mensi nez 24 hodin (obr. 20).
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Obr. 20 Pokles obsahu extracelularni DNA fetdlniho puvodu po porodu (Lo Y. M. et al., 1999)

Druhou moznosti, jak se do krevniho ob&hu matky dostdva geneticka vybava plodu, jsou
intaktni fetdlni bunky (Wright C., 2009). V tomto pfipadé se ovSem jednd o Castice zastoupené
v fadu tisicin az setin procenta, v porovnani s mnozstvim bunék pochdzejicich od matky. Tyto
intaktni fetalni buniky jsou detekovatelné zhruba od 7. tydne téhotenstvi. Jejich diagnosticky
vyznam je ovSem ovlivnén skutecnosti, Ze v krvi matky mohou pretrvavat vice nez dvé desetileti

a tedy nejsou vhodné jako prostiedek pro sledovani nasledujicich t€hotenstvi.

2.3.3 Extracelularni matei'ska DNA
Z hlediska biologického ptivodu vznika extracelularni DNA pfi apoptdze bunck trofoblastu.
Zpusob detekce je zalozen na sekvenovani téchto malych fragmenti DNA, které pifi procesu

apoptozy trofoblastickych bunék vznikaji a nasledné¢ se dostavaji do krevniho ob&hu matky

(obr. 21).
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Obr. 21 Apoptoza bunék trofoblastu a priichod genetické informace plodu do krve matky s

moznostmi detekce

Sekvenaci se ur¢i jaky chromozomalni plivod ma kazdy konkrétni fragment, a tedy je mozno

ur¢it pomérné zastoupeni genetického materidlu asociovaného s ur¢itym chromozomem.

Zakladni vlastnosti volné extracelularni DNA: (Lo Y. M. D., Chiu R. W. K., 2012)

V plasm¢é matky lze identifikovat jak matetskou extracelularni DNA, tak extracelularni
DNA fetalniho ptivodu.

Extracelularni DNA je tvofena relativné malymi fragmenty (150-200 nukleovych bazi).
Tyto cirkulujici fragmenty reprezentuji kompletni genetickou informaci.

Fetalni DNA je placentarniho piivodu.

Materndlni DNA pochazi z cervenych krvinek. Fetdlni DNA tvoii 4-25 % z celkové

mimobunécné DNA (pramérne ~10 %).
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Relativni zastoupeni genetického materidlu obsazené¢ho v jednotlivych chromozomech
je znamo (obr. 22). V tomto pifipadé¢ musime vzit ovSem do uvahy, ze kromé volné extracelularni
DNA fetalniho ptivodu se v krevnim ob&hu matky vyskytuje také volna extracelularni DNA
mateiského pivodu. Zjednodusené¢ fecCeno, pii piifazeni jednotlivych fragmenti k urcitému
chromozomu nehraje v tomto pfipad¢ roli mateisky nebo fetdlni plivod fragmentu, ale celkové
mnozstvi genetického materidlu, které je s timto urcitym chromozomem asociovano.
Aby sekvence téchto kratkych tsekit DNA piinesla uspokojivé vysledky z hlediska klinické
interpretace a skutecného popisu stavu téhotenstvi, vzhledem k hledanym genetickym
onemocnénim, je tfeba také stanovit relativni zastoupeni fetdlni frakce, tedy podilu volné

extracelularni fetalni DNA vzhledem k celkovému mnozstvi extracelularni DNA.
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Obr. 22 Zastoupeni genetické vybavy mezi jednotlivymi chromozomy

Stanoveni obsahu fetdlni frakce je vyznamnym prvkem pro posouzeni kvality vysledku.
Pokud by totiz zastoupeni fetdlni frakce u vzorku kleslo pod urcitou hranici, tak jeji nizs$i obsah
muize ovlivnit interpretaci vysledkii. Predpokladejme naptiklad provedeni testu na stanoveni
pfitomnosti nejfrekventovangjsi trizomie na chromozomu 21, tedy Downova syndromu. Obsah
fetalni frakce s pfitomnosti trizomie bezprostfedné ovliviiuje mnoZstvi genetického materialu, ktery
souvisi s chromozomem 21. Cim vy3ii je obsah fetdlni frakce, tim spolehliv&j§i je rozlideni
t€hotenstvi s trizomii a samoziejm¢e také nepostizeného t€hotenstvi. V piipade¢, Ze se obsah fetalni
frakce bliZzi hodnoté kolem 4 % z celkového mnozstvi extracelularni DNA, je narlst zastoupeni

genetického materialu asociovaného s chromozomem 21 zanedbatelny a nemusi jednoznaéné odlisit
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pfitomnost nadbyte¢ného chromozomu u pfitomné trizomie. Pfi matematické interpretaci vysledkt
méteni tak miize dojit k nespravnému klinickému zavéru, v tomto ptipad¢ k falesné negativnimu

vysledku (tab. 7).

Tab. 7 Princip rozliseni postizeného tehotenstvi na zdklade riizného obsahu fetalni frakce

% DNA fetilniho % DNA maternilnjho OCtckavané relativni

Fetalni karyotyp pitvodu pitvodu Chrozlillitzooulﬂﬁnzil v
euploidni jakeékoli (0-100) jakékoli (0-100) 1,500
Downliv syndrom 0 100 1,500
Downtiv syndrom 5 95 1,537
Downliv syndrom 10 90 1,575
Downiiv syndrom 15 85 1,613
Downliv syndrom 20 80 1,650

2.3.4 Zakladni principy vyuZiti NIPT a implementace v praxi

Prvni studie, které¢ byly provedeny s cilem ovéfit moznosti vyuziti neinvazivniho testovani
v béZzné klinické praxi, vychéazely ze souboril t¢hotnych Zen s vys$§im rizikem piitomnosti hledané¢ho
genetického onemocnéni. Vysledky (Palomaki G. E. et al., 2011) t&chto studii demonstrovaly
vyrazné lepsi vysledky nez je tomu u béZnych, stavajicich screeningovych metod. Pozdéji bylo
provedeno také né€kolik studii, které se snazily prokazat, Ze tento zplsob testovani je vhodny pro
obecnou populaci (Norton M. E. et al., 2012), tedy nemusi byt provadén pouze u vysoce rizikovych
t€hotenstvi (obr. 23). Ze vSech téchto studii vyplynulo nékolik zékladnich poznatkli. NIPT
je povazovano za screeningovy a nikoliv diagnosticky test, ktery ma ovSem vyrazn¢ lepsi parametry

nez bézné provadény screening.
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VYV0JOVY DIAGRAM PROCESU

odbér krevniho vzorku matky
(5 ml, zkumavka Streck, stabilizace vzorku)

pfiprava plasmy

izolace/preciéténi DNA

’

1. Amplifikace viech DNA fragmentii v roztoku pomoci PCR
=, pfiprava knihoven”. Tento krok zvySuje mnoZstvi potfebné
DNA, tak aby bylo mozno provést sekvenaci.

2. Vlastni sekvenovani: (Illumina,lon Proton)

Obr. 23 Schematické zndazornéni postupu pri provadeni NIPT

Senzitivita NIPT se blizi 100 % pfi velmi nizké falesné pozitivité. Jednim z divodi, proc¢
senzitivita v provedenych studiich nebyla 100 %, miize byt placentarni mosaicismus, syndrom
mizejiciho dvojcete nebo nadorové onemocnéni u matky. PPV — pozitivni prediktivni hodnota NIPT
je nasobné lepsi nez u bézného typu screeningu. Uvadi se, ze mize byt 10x az 20x vySsi oproti
integrovanému nebo kombinovanému testu.

Pozitivni vysledek je tieba vzdy nutné ovéfit prosttednictvim AMC, ¢i CVS. Z davoda
vylouceni placentarniho mosaicismu je vhodné provést AMC (Committee on Practice Bulletins,
2016).

Limitujicim faktorem pro provedeni NIPT je minimalni mnoZstvi fetalni frakce. Jeji obsah
by nemél byt v krvi matky niz§i nez 4 % z celkového objemu extracelularni DNA. Tomuto
pozadavku odpovida zhruba 9. — 10. tyden téhotenstvi. Obsah fetdlni frakce vzrasta s tydnem

téhotenstvi (obr. 24). Niz§i obsah se nachazi zpravidla u obéznich Zen (obr. 25).
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Obr. 24 Zavislost obsahu fetalni frakce na tydnu gestacniho stari (Bianchi D. W., Wilkins-Haug L.,
2014)

fetdlni | predpoklddany pomér zastoupeni
frakce | chromozomu 21, u postiZenych
20% 4% (%) | anepostizenych plodd
fetdlniho 4 11,02
plivodu 10 | 105
DNA 15 1,075
matefského

piivodu 20 1110
40 | 120

Pfi niz3im obsahu fetalni frakce je pomér zastoupeni chromozomu 21 u postizenych
a nepostizenych plodd nizsi, a tim se sniZuje rozlidovaci schopnost NIPT

Obr. 25 Vyznam fetalni frakce (Canick J. A. et al., 2013)

V piipadé selhdni testu mize byt jednou z pficin pravé nizsi obsah fetdlni frakce a v tomto
piipadé¢ je feSenim druhy odbér s urcitym casovym odstupem.

S provadénim screeningu pomoci NIPT se objevuje mnoZzstvi otazek, které souviseji
s etickou a filozofickou strankou tohoto typu testovani (Gregg A. R. et al., 2013). Rozsitujici
se spektrum genetickych onemocnéni, které NIPT testy zahrnuji, vyvolava ftadu otazek
souvisejicich s moznosti ukonceni téhotenstvi kvili pfitomnosti urcitého genetického onemocnéni.

Ne vSechna genetickd onemocnéni jsou neslucitelnd se Zivotem a v mnoha piipadech je velmi
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obtizné odhadnout miru postizeni u nenarozené¢ho ditéte. Pfinosem negativniho vysledku NIPT
je ujisténi téhotné, ze plod je s vysokou pravdépodobnosti v potadku. Naopak falesné pozitivni
vysledek muze vést u téhotnych k uzkosti a stresu pii ¢ekani na definitivni vysledek pomoci
diagnostickych metod.

Ve velmi malém poc¢tu pripadti mize dojit pomoci NIPT také k nalezeni faleSn¢ negativniho
vysledku, ¢ehoz vysledkem muize byt nespravny medicinsky management dalSiho pribéhu
téhotenstvi, piipadné az narozeni ditéte s genetickou vadou.

Neexistuje zcela jednotny nazor, v jakém rezimu by mélo byt NIPT do procesu vySetfovani
téhotnych zen zavedeno. Z pohledu screeningu nejcastéjSich genetickych vad by NIPT mohlo
nahradit soucasné screeningové metody, ale neni vhodné, aby nebylo u téhotnych provadéno
ultrazvukové vysetfeni, které mlze odhalit dal§i vady u plodu, které nelze pomoci NIPT odhalit.
Nabizet NIPT jako alternativu bézného screeningu tedy lze, ale za ptedpokladu, Ze bude provedeno
i ultrazvukové vySetfeni plodu. Je mozné pouzit NIPT také jako test pro zeny s pozitivhim
vysledkem screeningu v . trimestru. V takovém piipad¢ je vyhodou, ze se snizi mnozstvi
invazivnich vykont a tim i riziko potratu zdravého plodu. Nevyhodou je, Ze se nezvysi zachyt ploda
napi. s Downovym syndromem nad hodnotu zachytu pomoci screeningu v I. trimestru.

Zvyseni zachytu plodu s trizomii se snazi feSit kombinace soucasnych screeningovych
metod s NIPT (obr. 26), kdy cut-off (hranice pozitivity) u screeningu v 1. trimestru je nastavena
napt. na hodnotu 1 : 800. Zenam s vy$§im rizikem by bylo moZno nabidnout NIPT a pii tomto
uspofadani by vzrostl zachyt hledanych genetickych onemocnéni, ale nezvysilo by se mnoZstvi
souvisejicich invazivnich vykonil. Na druhé strané vyssi pocet pozitivnich vysledkli po provedeni
prvotrimestralniho screeningu (ptfed provedeni NIPT) bude v prvni fazi ziejmé psychicky zatézovat
vice Zen z obavy, Ze jejich screening nedopadl dobie. Tento postup byva oznacovan jako reflexni
DNA testovani. Takové usporadani kombinace prvotrimestralniho screeningu a NIPT s sebou
ovSem nese riziko sniZeni zachytu jinych chromozomalnich aberaci, které nejsou u plodu pomoci
NIPT vySettovany.

V piipad¢ zavazného ultrazvukového nalezu u plodu (napt. vysoka hodnota NT) je vhodné
nabidnout pfimo invazivni vySetfeni a nikoliv NIPT. V pftipadé, ze soucasti vysledku NIPT bude
také stanoveni pohlavi plodu, nemél by tento vysledek byt z etickych divodi sdélovan pied
ukoncenim 12. tydne gravidity.

Ptesnost vysledki stanoveni abnormalit pohlavnich chromozoml (SCA) je niz8i nez

napf. pfesnost stanoveni pfitomnosti trizomie 21 nebo trizomie 18. Divodem muze byt placentarni
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mosaicismus, nebo mosaicismus plodu, mosaicismus pohlavnich chromozomt matky, pfipadné
odchylky na chromozomu X u matky.

Znacna ¢ast populace s abnormalitami pohlavnich chromozomt neni v pribéhu Zivota viibec
diagnostikovana. V nékterych ptipadech se na jejich onemocnéni piijde jenom diky reprodukénim
problémim v dospélosti. Polovina nalezi SCA, zjisténych pomoci NIPT, ma normalni vysledek
karyotypu, coz ukazuje na urcity eticky problém pouziti NIPT v oblasti abnormalit pohlavnich
chromozomu. Vysledky SCA ziskané pomoci NIPT mohou v urcitych piipadech vést zbytecné
ke stigmatizaci plodu kvili pfitomnosti odchylky, ktera se ve skute¢nosti nebude nijak fenotypove
prezentovat

Pomoci NIPT lze detekovat i nékteré mikrodeleéni syndromy, ale z pohledu klinické
genetiky je obtizné pracovat s moznou variabilitou vysledného fenotypu. V ptipadé nékterych
mikrodele¢nich syndroml s mirnym projevem je tfeba otestovat i rodice. Tyto ptiklady ukazuji
obtiznost genetickych konzultaci n¢kterych vysledkt ziskanych NIPT.

NIPT by nemélo byt nabizeno jako DTC (Direct To Consumer) test, ale naopak by mélo byt
nabizeno prostfednictvim kvalifikovaného zdravotnického personalu. T¢hotna Zena by méla mit
moznost ziskat dostatek informaci o charakteru NIPT testu, znat jeho moznosti, ale také vedét
o jeho limitacich. Méla by védét, ze v ptipade pozitivniho vysledku NIPT, je doporuceno provedeni

invazivniho zékroku pro potvrzeni, ¢i vyvraceni diagnozy.

odbér 2 zkumavek krve v 11.-13. tydnu téhotenstvi

v

provedeni kombinovaného testu s pouZitim 1. vzorku

niZi riziko ’ ‘ vyssiriziko

Y NIPT bez v
negativni provedeni vysledku _ provedenf NIPT (reflexniho DNA
vysledek integrovaného testu testu) s pouzitim 2. vzorku
niZsI riziko lvySSI riziko niz8! riziko vysslriziko
v v
negativni pozitivni vysledek negativni pozitivni vysledek
vysledek (nabidka AMC) vysledek (nabidka AMC)

Obr. 26 Mozné schéma usporadani kombinace bézného screeningu a NIPT (reflexni DNA testovani

(Wald N. J., 2018))
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2.3.5 Souhrn

NIPT je mnohem pfesnéjsi test pro stanoveni béznych autosomalnich aneuploidii
nez kombinovany nebo integrovany test. Pfesto nemtize byt pozitivni vysledek povazovan
za definitivni diagndézu, a to z divodu mozného placentarniho piispévku k obsahu cff DNA
(placentarni mosaicismus, mizejici dvojce, tumor). Pfed provedenim ukonceni t¢hotenstvi je
doporuceno pozitivni vysledek ovéfit pomoci invazivniho testu, preferovana je aminocentéza.
Mnohem lepsi parametry NIPT v porovnani s béznym screeningem by nemély vést ke sniZeni
urovné podavanych informaci pied provedenim testu. Mély by byt naopak detailné vysvétleny
vyhody a limitace tohoto typu testovani kazdé t€hotné zen¢.

Pokud je NIPT nabizeno pro stanoveni pfitomnosti urcitych konkrétnich genetickych vad
(T21, T18, T13), je tfeba si uvédomit, ze vysledek testu nevylucuje moznost existence jinych
zévaznych ndlezli na dalSich chromozomech. Tato informace by méla byt jasné prezentovana
nastavajicim rodicim v ramci konzultace pfed provedenim testu. Moznost existence téchto nalezl
by méla byt zminéna a t¢hotna zena by o nich méla védét.

Neinvazivni testovani by mélo podléhat kontrole kvality, kterd by méla zahrnovat také
nelaboratorni aspekty celého procesu — poskytovani informaci, konzultace, vzdélavani pracovnik,
systematické vyhodnocovani vSech aspektii screeningového procesu, zajiSténi rovnosti piistupu
a ustanoveni strategie pro dal$i inovace prenatalniho screeningu.

Vyhody a nevyhody souvisejici s riznym uspofadanim a uvedenim NIPT do screeningového
procesu by nemély byt posuzovany jenom z technologického a ekonomického pohledu,
ale pfedevs$im z pohledu vyhod a nevyhod, které mohou pfinést pro rozhodovani t€¢hotné a jejiho
partnera. Vyznamny je také pohled, jak se zavedeni NIPT promitne pii vyhodnoceni vysledki
screeningového procesu a jak bude akceptovan celospolecensky.

S piihlédnutim k tomu, Ze se sekvenacni technologie vylepSuji a zleviuji, existuje velmi
vazny pozadavek na odborné spolecnosti, aby diskutovaly mozné budouci socialni aspekty
prenatalniho screeningu. Z dosavadnich zkuSenosti v této oblasti vyplyva, Ze z etickych davodi

by NIPT mélo zahrnovat pouze testovani zdvaznych vrozenych a détskych onemocnéni.
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3 HYPOTEZA, CiLE PRACE

3.1 Hypotéza

Konvenéni screening Downova syndromu u nenarozenych plodl je mozno v soucasné dobé
provadét pii razném gestacnim stari plodu v 1. a 2. trimestru téhotenstvi. Pro tento typ screeningu
se vyuziva zejména stanoveni biochemickych marker a v 1. trimestru je mozné provadét takeé
ultrazvukova méfeni. V Ceské republice se ve druhém trimestru zpravidla stanovuji tii biochemické
parametry AFP, hCG a uE3 v ramci tzv. triple testu, pfipadné po integraci s vysledky v prvnim
trimestru, v rdmci tzv. integrovaného testu. Na mnoha renomovanych zahrani¢nich pracovistich
(USA, Velka Britanie, Italie, Némecko) se ve druhém trimestru vysetfuje Ctvrty biochemicky
parametr inhibin A. Pokud jsou vysledky vyhodnocovany izolované v ramci druhého trimestru,
tak je screeningovy test oznacovan, v analogii k triple testu, jako kvadruple test. Je mozné jej také
doplnit v rdmci kompletniho integrovaného testu, obsahujiciho inhibin A. V nasi studii jsme se na
vysoce rizikové populaci t€hotnych Zen snazili ovétit, zda pfiddnim inhibinu A miiZze dojit ke zméné
(zlepSeni) screeningového parametru prediktivni hodnoty pozitivniho testu, pficemz tato zména by
méla byt iniciovdna zménou distribuce rizik pfitomnosti Downova syndromu v testovanych

skupinach té¢hotnych Zen.

3.2 Cile prace

Na zakladé vyse uvedené hypotézy byly stanoveny nasledujici cile prace:

1. Zavést metodu stanoveni inhibinu A véetné validace analytickych parametri.

2. Stanovit sérové hladiny inhibinu A v souboru gravidnich zen.

3. Ovetit, zda mize pfidani inhibinu A ovlivnit stratifikaci rizika vyskytu Downova
syndromu u téhotnych Zen s pozitivnim vysledkem screeningu u triple testu
a integrovaného testu.

4. Urcit, jakd je statistickd vyznamnost piispévku inhibinu A ve skupiné Zzen
s pozitivnim vysledkem screeningu Downova syndromu.

5. Vyhodnotit, zda miize vysledek inhibinu A ovlivnit praktické provadeéni tohoto
typu screeningu (ovlivnit prediktivni hodnotu pozitivniho testu u dvou

zkoumanych screeningovych programi).
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4 SOUBORY, MATERIAL A METODY

4.1 VySetfované soubory téhotnych Zen
Srovnani vysledkii screeningu Downova syndromu bylo provedeno ve dvou skupinach
téhotnych zen. VSechny téhotné Zeny zarazené do studie podepsaly informovany souhlas.

Prvni skupina zahrnovala zeny, které absolvovaly screening ve 2. trimestru ve formé triple
testu a jejich vysledek screeningu byl pozitivni — riziko pfitomnosti hledaného onemocnéni plodu
bylo vyssi nebo rovno 1 : 300. V této skupiné bylo testovano celkem 277 téhotnych zen. Druha
skupina téhotnych Zen absolvovala integrovany test a do této skupiny bylo zahrnuto 91 téhotnych
zen, které mély pozitivni vysledek screeningu. Pro integrovany test jsme pouZili hranici pozitivity

1 : 150 (tab. 8).

Tab. 8 Zakladni demograficka data soubori vySetiovanych zZen

Triple test Integrovany test
parametr (skupina A) (skupina B) p-value
N 277 91
Vék (roky) 33,86 (30,15; 36,56) 35,62 (32,85;37,76) 0,002
Hmotnost (kg) 67 (60;76) 68 (61;78) 0,866
Gestacni stafi (dny) 113 (109;116) 112 (110;115) 0,077

4.2 Vypocet rizika pritomnosti Downova syndromu

Pro stanoveni rizika pfitomnosti Downova syndromu jsme pouzili pocitatovy program
Alpha (Logical Medical Systems, 2018), ktery vypocitava riziko jak v prvnim, tak ve druhém
trimestru té¢hotenstvi. Ve skupiné té¢hotnych Zen, které absolvovaly triple test, se pro vypocet rizika
standardn¢ pouzivaji biochemické parametry AFP, celkové HCG a uE3. Kromé toho je pro
vyhodnoceni tfeba znat vék téhotné, presné gestacni stafi urcené pomoci ultrazvuku, datum odbéru
krevniho vzorku a hmotnost t¢hotné. Ve skupiné t€hotnych Zen, které absolvovaly integrovany, test
se navic vyhodnocuji pii stanoveni rizika dva biochemické parametry v 1. trimestru t€hotenstvi —
PAPP A a free f HCG. Dale se pro vypocet provadi také ultrazvukové méteni nuchdlni translucence

(The Fetal Medicine Foundation, 2018).
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4.3 Stanoveni inhibinu A

Pro stanoveni inhibinu A jsme pouzili soupravu Beckman Coulter Access Inhibin A
(Beckman Coulter, 2018). Souprava je ur¢ena pro IVD. Stanoveni je zaloZeno na paramagnetické
casticové chemiluminiscenéni imunoanalyze dimerického inhibinu A v lidském séru a plazmé
(heparin a EDTA) jako pomiicka pii diagnéze a monitorovani riznych hormonalnich reprodukénich
poruch. Koncentraci inhibinu A stanovenou touto soupravou lze pouzit v kombinaci s HCG, AFP
a koncentracemi nekonjugovaného estriolu k vyhodnoceni rizika Downova syndromu (trizomie 21).
Tento pfistup byl ovéfen na bazi multivariacni analyzy (MacRae A. R. et al., 2003).

Vsechny vzorky krve téhotnych zen byly do laboratofe dopraveny béhem dne, kdy byl
proveden odbér krve (Walker B. S. et al., 2017). Nasledné byla provedena separace séra a vzorky
byly do doby stanoveni uchovény v lednici. Z hlediska stability je inhibin A stabilnim analytem,
jehoz stanoveni lze provést ze vzorku krve nebo séra uchovavaného pii 4° C po dobu nékolika dnt,
aniz by doslo k ovlivnéni vlastniho vysledku stanoveni a tim také k ovlivnéni vysledku rizika
ptitomnosti hledané¢ho genetického onemocnéni.

Stanoveni Access Inhibin A je sekvencni dvoustupiiovd imunoenzymaticka (,,sendvicova®)
analyza. Do reakéni kyvety se pfidava 70 ul vzorku, ktery se inkubuje s paramagnetickymi
casticemi sparovanymi s mySi monoklonalni protilatkou anti-inhibinu A. Pfebyte¢ny vzorek
areagencie se odstrani vymytim. Do reakéni smési se poté piida konjugat alkalické fosfatazy
s monoklondlni protilatkou anti-inhibin A (mysi) za Ucelem detekovani inhibinu A navazaného
na ¢astice bc¢hem pfedchozi inkubace. Po inkubaci v reakéni kyveté se materidly navédzané
na pevnou fazi udrzuji v magnetickém poli, zatimco nenavdzané materidly se odplavi. Poté
se do kyvety pfidd chemiluminiscen¢éni substrat Lumi-Phos* 530 a svétlo generované reakci
se zméfi luminometrem. Produkce svétla je pfimo tumérnd koncentraci inhibinu A ve vzorku.
Mnozstvi analytu ve vzorku se stanovi z uloZené vicebodové kalibra¢ni kiivky.

Vysledky stanoveni inhibinu A jsou vyjadfeny v pg/ml. Pro konverzi do SI jednotek plati
vztah 1 IU/mL (WHO 91/624) = 26,7 pg/mL. Nejnizsi detekovatelnd hladina inhibinu A odliSitelna
od nuly (Access Inhibin A Calibrator S0) s 95 % spolehlivosti je < 1 pg/ml. Tato hodnota se urci
zpracovani kompletni sedmibodové kalibracni kiivky, kontrol a 10 replikati nulového kalibratoru
u vicenasobnych stanoveni. Hodnota analytické senzitivity se vypocitd z kiivky v misté, ktery
piedstavuje dvé smérodatné odchylky od primérného naméteného signalu nulového kalibratoru.

Vzorky je mozno méfit v analytickém rozsahu 1 pg/ml - 1500 pg/ml. Z praktického hlediska nas pro
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ucely naSeho méfeni zajimalo koncentra¢ni rozmezi od zhruba 50 pg/ml do 500 pg/ml, které
odpovida o¢ekavanym hladinam inhibinu A u t€hotnych zen ve druhém trimestru té¢hotenstvi.
Vyrobce Beckman Coulter deklaruje u této diagnostické soupravy nékteré dal§i parametry,
jako kontrolu linearity pifi fedéni vzorkl, opakovatelnost méteni, mezilehlou preciznost métreni
a deklaruje také negativni interferenci s vybranymi léCivy, jejichz pouziti pfichazi do uvahy
v pribéhu téhotenstvi. Podobnym zplisobem byla vyrobcem testovana mozna zkiizena reaktivita
u vybranych proteini (aktiviny, AFP, hCG, LH, Prolaktin, folistatin) a nebyla zjiSt€éna Zzadna

signifikantni zkfizena reakce.

4.4 Vypocet revidovaného rizika pritomnosti Downova syndromu.

Pro ucely prenatalniho testovani je nutné mit stanovené medidny hodnot inhibinu A pro
jednotlivé tydny té€hotenstvi, ve kterych se méteni provadi. Pocitacovy program Alpha, ktery jsme
pro vypocet rizika pouzili, hodnoty medidni pro pouzitou metodiku Beckman Coulter obsahoval.
Vlastni métfeni vzorkil jsme provadéli v 6 bézich a vzdy jsme v programu Alpha verifikovali u dané
skupiny meéfeni nédmi ziskané hodnoty medidnu. Program umoziluje vyhodnoceni kvality
provedenych biochemickych méfeni po vypoctu rizika pfitomnosti Downova syndromu a v tomto
ohledu vSechna méfeni vyhovéla pozadovanym kritériim a nachéazela se v 95 % intervalu

spolehlivosti. (obr. 27).
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Obr. 27 Analyza MoM v merenych skupindch inhibinu A v pouzitém programu Alpha — vystup ze

statistickeho modulu programu
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Nasobky medianu (MoM) u jednotlivych skupin méteni jsou uvedeny v tabulce 9. Celkovy
MoM vsech provedenych méfeni byl 0,96. Vzhledem k tomu, ze ziskané hodnoty inhibinu A
splnovaly kvalitativni pfedpoklady pro zaclenéni do prenatdlniho screeningu, byly naméiené
hodnoty inhibinu A pouzity k vypoctu revidovaného rizika pfitomnosti Downova syndromu.

Statistické srovnani ptivodnich a revidovanych rizik je detailn¢ popsano v ¢asti Vysledky.

Tab. 9 Verifikace MoM v mérenych skupinach inhibinu A

Skupina mérenych vzorki Pocet vzorki ve skupiné MoM
1 42 0,96
2 25 1,05
3 17 1,00
4 60 1,02
5 117 0,92
6 112 1,01
Celkem 373 0,96

4.5 Statistické metody

Data byla s ohledem na distribuci prezentovana jako median a interkvartilové rozpéti IQR
(dolni kvartil-horni kvartil) v pfipad€ spojitych proménnych. V piipadé kategorickych proménnych
byla data prezentovana formou ctyipolni kontingenéni tabulky jako absolutni, pfipadné relativni
cetnosti. Pro testy hypotéz o vlivu skupiny (triple vs. integrovany test) na spojitou promeénnou byl

pouzit Wilcoxoniiv dvouvybérovy test (proc nparlway). Pro validaci a ndslednou analyzu dat byl

pouzit statisticky software SAS 9.4; 2016 by SAS Institute Inc., Cary, NC, USA.

4.6 Pouzity material

Sérum téhotnych Zen ve 2. trimestru t¢hotenstvi

Diagnosticka souprava pro stanoveni inhibinu A, Beckman Coulter, Acces, A 36097
Kontrolni vzorky Access Inhibin A QC (QC1-QC3), 2 vials/level, 6 x 2,5 mL, A36100
Kalibratory Access Inhibin A Calibrators (S0-S6), 7 x 2,5 mL, A36098
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Souprava fediciho roztoku, A79783 (Pro pouziti se syst¢émem UniCel DxI s funkci fedéni.)
Substrat Access Substrate, 81906

Promyvaci roztok UniCel DxI Wash Buffer II, A16793

Zkumavka alikvotacni Sarstedt

Pasteurova pipeta jednordazova

Pipeta Amersham, EL34605

4.7 Pristrojové vybaveni a software k vyhodnoceni rizika pritomnosti Downova

syndromu
Centrifuga Eppendorf 5702R
Ttepacka Heidolph
Automaticky imunochemicky analyzator Uni Cell DxI 800, Beckman Coulter
Chladici zatizeni Gorenje HS 3966
Mrazici box Liebherr Premium,
Vypocetni technika
Software Alpha,
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5 VYSLEDKY

Celkovy soubor zahrnoval 368 t¢hotnych Zen, z ¢ehoz 277 (75,3 %) bylo testovano pomoci
screeningoveho testu, oznaCovaného jako triple test (skupina A) a 91 téhotnych Zen (24,7 %) bylo
testovano pomoci screeningového testu, oznacovaného jako integrovany test (skupina B). U obou
skupin se z pohledu inicidlniho rizika u daného screeningového protokolu jednalo vyhradné
o pozitivni vysledky. V pfipad¢ triple testu (skupina A) byl pouzit detek¢ni limit (cut-off) 1 : 300,
v ptipad¢ integrovaného testu (skupina B) byl pouzit detek¢ni limit (cut-off 1 : 150). Median véku
téhotnych zen ve skupiné 1 byl 33,9 let (IQR - 30,2; 36,6); (IQR - Inter Kvartilové Rozmezi).
Median inhibinu A byl 121,4 pg/ml; (IQR - 88,9; 174,7), medidan hmotnosti byl 67 kg
(IQR - 60; 76), median gestac¢niho staii byl 113 dnt (IQR - 109; 116), zjiStény median rizika bez
inhibinu A byl 0,01 (IQR - 0,006; 0,025), coz znamena riziko 1/100 pro ptipad Zen testovanych
triple testem. Po pouziti vysledkl inhibinu A a rekalkulaci rizika byl median rizika stanoven na
0,003 (IQR - 0,001; 0,008). Ve skupiné B byl vékovy median 35,6 roku (IQR - 32,9; 37,8), hladina
inhibinu A byla 148,2 pg/ml (IQR - 96,2; 208.,5), vaha 68 kg (IQR - 61; 78), gestacni stafi 112 dnd
(IQR - 110; 115) a stanoveny medidn rizika bez inhibinu A byl 0,02 (IQR - 0,01; 0,04),
coz znamena riziko 2/100 v ptipad¢ pacientek, které mély proveden integrovany test. Po zméteni
inhibinu A u té€chto pacientek a piepoctu rizika byl median rizika stanoven na hodnotu 0,006

(IQR - 0,002; 0,022). Vyse uvedené udaje jsou uvedeny v tabulce 10.

Tab. 10 Zakladni demograficka data vysetrovanych zen a hodnoty inhibinu A

Triple test Integrovany test

parametr (skupina A) (skupina B) p-value
N 277 91
Vek (roky) 33,86 (30,15: 36,56) 35,62 (32,85:37,76) 0,002
Hmotnost (kg) 67 (60;76) 68 (61:78) 0,866
Gestagni stafi (dny) 113 (109:116) 112 (110:115) 0,077
Riziko D.S. :ez imhibinu 4 12 0.006:0.025)  0.011 (0.011:0,040)
Inhibin A (pg/ml) 121,41 (88.88:174.71) 14821 (9621:208.5) 0,016

Riziko s inhibinem A

celkové 0,003 (0,001;0,008) 0,006 (0,002;0,022)

56



Byl zjistén statisticky vyznamny rozdil ve véku t€hotnych zen (p-value = 0,002), v hlading
inhibinu A (p-value = 0,016). Nebyly zjistény zddné vyznamné rozdily v ptipadé¢ hmotnosti
téhotnych Zen a v ptipad¢ gestacniho stafi (p-value = 0,866, respektive p-value = 0,077).

Vysledky revidovanych rizik po ptfidani inhibinu A do screeningovych testl (triple test
a integrovany test) jsme po prepoctu rozdélili do dvou kategorii, které jsme oznacili jako
»true positive risk a ,false positive risk“. Toto oznafeni jsme zvolili pro srovnani rizik
vypoctenych v plivodnich screeningovych protokolech bez inhibinu A a revidovanych rizik
v protokolech s inhibinem A. Toto oznaceni nijak nesouvisi s faleSnou pozitivitou samotnych

screeningovych protokolt.

5.1 Srovnani skupin rizik u triple testu bez inhibinu A a s inhibinem A

Zjistili jsme, ze po pfidani inhibinu A a vypoctu nového rizika u triple testu zistalo
ve skupiné Zen, které mély riziko vyssi nebo rovno hodnoté 1/300, 125 Zen (45,1 %). Tuto skupinu
jsme oznacili jako ,,true positive risk - triple (TPRT)®. V pfipadé, Ze riziko bylo po pfidani inhibinu
A niz$i, méné nez 1/300, tak jsme tuto skupinu oznacili jako ,,false positive risk - triple (FPRT)*.

V této skupiné bylo 152 te¢hotnych zen (54,9 %) (obr. 28).
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Obr. 28 Sloupcovy graf skupin rizik triple testu bez inhibinu A a s inhibinem A.

Levy sloupec znazoriiuje (obr. 28) vSechna pozorovani s rizikem vys$Sim nebo rovno 1/300 (plati

pro protokol bez inhibinu A). Pravy sloupec znacéi revidované riziko s inhibinem A a pomér
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pacientt, ktefi maji riziko stale vy$si nez 1/300 (TPRT) k pacientim, jejichz riziko pro piepoctu
s inhibinem A je uz niz8i nez cut-off 1/300 (FPRT). Lze tedy konstatovat, Ze po pfidani inhibinu A
do screeningové protokolu a vypoctu novych rizik doslo k vyznamné zmén€ v poc¢tu pozitivnich
vysledkii. Detekcni limit zistal stejny, tedy 1 : 300, ale z ptivodné 277 pozitivnich vysledkt zustalo
pozitivnich jenom 125. Naopak u 152 te¢hotnych zen se pozitivni vysledek screeningu po piidani

inhibinu A zménil na negativni.

5.2 Usporadani hodnot rizik u triple testu ve skupiné s inhibinem A

Jak bylo uvedeno vyse, tak po pfidani inhibinu A ve skupiné t¢hotnych Zen, které
absolvovaly triple test, doslo k vytvoreni dvou skupin vysledkt rizik. Pti zachovani rozhodovaciho
limitu 1 : 300 zastalo ve skupiné pozitivnich vysledkii (TPRT) 125 t€hotnych Zen a 152 téhotnych
zen (FPRT) mélo po pfidani inhibinu A vysledek screeningu negativni. Nésledujici statistické
zpracovani a graf (obr. 29) ukazuji, ze po piridani inhibinu A doslo k vyznamnému rozdéleni rizik

mezi skupinami TPRT a FPRT
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Obr. 29 Krabicovy graf skoru (poradi usporadanych hodnot) Wilcoxonova dvouvybérového testu.

ndt 1 300 znaci riziko s inhibinem u triple testu.
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Graf (obr. 29) je kategorizovany podle proménné faleSné pozitivni riziko, kde y = riziko
bylo mensi nez stanovend hladina 1/300 (FPRT), n = riziko bylo véts$i nez stanovend hladina 1/300
hodnota poradi u FPRT byla 76,5 a u TPRT byla stfedni hodnota potadi 215. Rozdé€leni rizik
do dvou skupin (FPRT vs. TPRT), po piepocitani s vlivem inhibinu A, zfeteln¢ ukazuje, ze tento
biochemicky parametr ma na odhad rizika statisticky signifikantni vliv. Median rizika ve skupiné
TPRT byl 0,09 (IQR - 0,005; 0,025) a median ve skupiné FTRP byl po pfidani inhibinu A
a vypoctu nového rizika 0,0014 (IQR - 0,0007; 0,025), p-value byla mensi nez 0,0001. Na zéklade
vyse uvedenych vysledki 1ze predpokladat, Ze zavedeni inhibinu A do screeningového protokolu
triple testu ovlivni distribuci rizik takovym zptisobem, ze skupina ptivodné pozitivnich vysledki
se rozpadne na skupiny dv€. V jedné zlstanou pozitivni vysledky, jejichz stfedni hodnota rizika
bude vyssi nez v piivodni skupiné bez inhibinu A. Ve druhé skupin€ budou vysledky, které se po
pfidani inhibinu A stanou negativnimi a jejich stfedni hodnota rizika bude vyznamné za hranici

rozhodovaciho limitu 1 ; 300

5.3 Srovnani skupin rizik u integrovaného testu bez inhibinu A

a s inhibinem A

Stejny pfistup jsme pouzili v piipad¢ integrovaného testu, kde ptivodni hranice rizika pro
rozdéleni vysledkli do skupin ,,pozitivni“ a ,negativni byla stanovena na 1/150. Zména
rozhodovaciho limitu je v pfipad¢ integrovaného testu ddna skutecnosti, Ze u integrovaného testu je
vyuzivano vice screeningovych parametrii. Jedna se o ultrazvukové vysetieni nuchalni translucence
a stanoveni PAPP A v prvnim trimestru, ke kterym se pfidavaji po integraci biochemické markery
testované ve druhém trimestru (triple test). Diky vétSimu poctu marker je pro dosaZeni
odpovidajici senzitivity screeningu mozno snizit rozhodovaci limit na 1 : 150. ,, True positive risk -
integrated (TPRI)* byl po pfidani inhibinu A detekovan ve 44 (48,4 %) ptipadech. Riziko

po rekalkulaci bylo v tomto piipadé tedy stale vyssi nebo rovno 1/150.

59



100+
80

60

Percent

40+

20+

no yes RBI

Category Risk > 1:150 [ ] no [l yes

Obr. 30 Sloupcovy graf skupin rizik integrovaného testu bez inhibinu A a s inhibinem A

Levy sloupec znazoriuje (obr. 30) vSechna pozorovani s rizikem vyssim nebo rovno 1/150 (plati
pro protokol bez inhibinu A). Pravy sloupec znaci revidované riziko s inhibinem A a pomér
pacientil, kteti maji riziko stale vySsi nez 1/150 (TPRI) k pacientim, jejichz riziko pro ptfepoctu
s inhibinem A je uz nizsi nez cut-off 1/150 (FPRI). Lze tedy konstatovat, podobné jako v ptipadé
triple testu, ze po pfidani inhibinu A do screeningové protokolu integrovaného testu a vypoctu
novych rizik doSlo k vyznamné zmén€ v po€tu pozitivnich vysledkli. Detek¢ni limit zUstal
zachovan, tedy 1 : 150, ale z ptivodné 91 pozitivnich vysledkli bylo nadale pozitivnich pouze 44.
Naopak u 47 téhotnych zen se pozitivni vysledek integrovaného testu po pridani inhibinu A zménil
na negativni. Tato skupina Zen by se v bézné screeningové praxi vyhnula dal§imu testovani, at’ uz

by se jednalo o provedeni NIPT, nebo o provedeni invazivni diagnostiky.

5.4 Uspoiadani hodnot rizik u integrovaného testu ve skupiné s inhibinem A
Stejn¢ jako v pfipad¢ triple testu jsme analyzovali rozdéleni rizik mezi dvéma skupinami
vysledkd screeningu, které vznikly po ptfidani inhibinu A do screeningového protokolu
integrovaného testu. Pfi zachovani rozhodovaciho limitu 1 : 150 zistalo ve skupiné pozitivnich
vysledki (TPRT) 44 t€¢hotnych Zen a 47 t€hotnych zen (FPRT) mélo po ptfidani inhibinu A vysledek
screeningu negativni. Nasledujici statistické zpracovani a graf (obr. 31) ukazuji, ze po pfidani

inhibinu A doslo k vyznamnému rozd¢leni rizik mezi skupinami TPRT a FPRT.
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Obr. 31 Krabicovy graf skorii (poradi usporadanych hodnot) Wilcoxonova dvouvybérového testu.

ndt 1 150 znaci riziko s inhibinem u integrovaného testu.

Graf (obr. 31) je kategorizovany podle proménné faleSné pozitivni riziko, kde y = riziko
bylo mensi nez stanovend hladina 1/150 (FPRI), n = riziko bylo vétsi nez stanovena hladina 1/150
hodnoty, tim mensi je dané riziko. Stfedni hodnota potfadi u FPRI byla 24 a u TPRI byla 69,5.
Median rizika byl pro TPRI roven 0,024 (IQR - 0,0125; 0,0697). V piipad¢ vysledki rizika, které
se po rekalkulaci zatadily do skupiny ,,false positive risk - integrated” FPRI byl median rizika
0,0024 (IQR - 0,0013; 0,0036) a v této skupin€ bylo 47 (51,6%) téhotnych Zen. Také v tomto
ptipadé doslo po pfidani inhibinu A do screeningové protokolu k signifikantnimu rozdéleni rizik
do dvou skupin. V jedné zlistanou pozitivni vysledky, jejichz stfedni hodnota rizika byla vyssi nez
v ptivodni skupiné bez inhibinu A. Ve druhé skupiné byly vysledky, které se po pfidani inhibinu A
staly negativnimi a jejich stfedni hodnota rizika byla vyznamné za hranici rozhodovaciho limitu

1:150
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6 DISKUSE

Obecnym problémem vSech screeningovych programu vyuzivanych v lékarské praxi jsou
falesn¢ pozitivni vysledky hledanych onemocnéni tam, kde redlné onemocnéni neni piitomno.
Stejnym problémem jsou také pfipady, kdy onemocnéni je pfitomno, ale screeningovym testem neni
odhaleno, tedy situace, kdy vysledek screeningu je falesn¢ negativni. Pokud je urcity test nebo
vysetieni zvazovano pro vyuziti v medicinském screeningu, tak musi byt zfejmé, jaké onemocnéni
hledame a s jakou frekvenci se vyskytuje ve zkoumané populaci, s jakou pravdépodobnosti jej
odhalime a s jakou pravdépodobnosti se nam to nepodafi. Pokud je screeningovy test zalozen
na vySetfeni jednoho konkrétniho parametru, tak se jednd o jednoduchy systém, jehoz efektivita je
zpravidla jednoduse stanovitelnd. V ptipad€ prenatdlniho screeningu, zaméteného na piitomnost
Downova syndromu u nenarozenych plodd, je situace komplikovangjsi. Vychazi to ze skutecnosti,
ze je k dispozici n€kolik biochemickych parametrti, které mohou byt vySetiovany v riznych stadiich
téhotenstvi. Kazdy ztéchto biochemickych parametri ma& svou vlastni senzitivitu
a pravdépodobnostni koeficient (Leck 1., Wald N. J., 2000), ktery urcuje, s jakou pravdépodobnosti
samostatné provedeny test zachyti hledané onemocnéni. Pti vyuziti vice parametri je celkova
pravdépodobnost dana soucinem jednotlivych pravdépodobnostnich koeficient. Pokud provadime
biochemicka vySetieni v 1. trimestru, tak si navic musime byt védomi, ze v priabéhu zhruba ctyt
tydni, kdy mizZze byt vySetfeni provedeno, se efektivita jednotlivych vySetfeni mirné meéni
(Palomaki G. E. et al., 2007). V prvnim trimestru t€hotenstvi, tedy pfi gestatnim stafi plodu mezi
10. tydnem a nultym dnem az 13. tydnem a Sestym dnem, je ovSem nejlepSim samostatné
provadénym screeningovym vySetieni méfeni nuchdlni translucence (NT) (FMF — Fetal Medicine
Foundation). Vzhledem k tomu, Ze se jedna o ultrazvukové méfeni, jehoz vysledkem je realné cislo,
tak je moZno snim statisticky pracovat stejnym zplsobem jako s vysledky biochemickych
vySetfeni. Pii porovnani biochemickych vysledkl a vysledkl ziskanych pfi UZ métenich je tieba si
uvédomovat naprosto zéasadni rozdil z pohledu kontroly kvality. U biochemickych méfeni se
zpravidla jedna o vysledky, u kterych je zarucena vysokd mira reprodukovatelnosti, coz vychazi
z provadéni téchto testli na automatizovanych systémech. Kvalita ultrazvukovych méfeni je daleko
vice zéavisla na konkrétnim operatorovi a znac¢ny vliv mé erudice ultrazvukového specialisty.
Z praxe je patrné, ze ani u jednoho konkrétniho operatora nelze zarucit, ze vysledek meéieni
u jednoho téhotenstvi, provedeny n€kolikrat po sob¢ bude identicky, resp. bude spliiovat pozadavky
na piijatelnou reprodukovatelnost. V tomto piipadé ovSem muze hrat roli nejen subjektivni vjem

odeCtu meéfeni, ale také poloha plodu a tzv. ultrazvukova viditelnost, ktera je ovlivnéna
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napi. hmotnosti téhotné zeny. Z vyse uvedeného je patrné, ze ackoliv jsou vysledky biochemickych
testl pouzivanych pro screening Downova syndromu u plodu o néco méné efektivni nez méfeni
NT, tak jejich dobrd reprodukovatelnost je ¢ini pii provadéni tohoto typu screeningu
nezastupitelnymi. V prvnim trimestru se rutinn¢ pouzivaji dva biochemické markery PAPP — A a
free B-hCG. V poslednich letech se objevil dalsi nadéjny biochemicky test, ktery je mozno
vySetfovat v prvnim trimestru a tim je PIGF. Vyuziti PIGF je ovSem ve vétS$i mife spojeno se
stanovenim rizika vzniku preklampsie (Verlohren S. et al., 2012). Urcitou organiza¢ni komplikaci
pfi provadéni kombinovaného testu s vyuzitim PIGF je skutecnost, Ze je vhodné vzorek krve
t€hotné zeny vysetfovat az v probihajicim 14. tydnu (Wald N. J. et al., 2013), a tak by bylo potfeba
provést dva odbéry krve. V piipadé PAPP A a free beta HCG je v optimalnim piipad¢ doporucovan
odbér v 11. nebo 12. tydnu t€hotenstvi. Nac¢asovani doby odbéru prvotrimestralnich biochemickych
latek vychazi ze stanoveni nejvyssich senzitivit téchto markerd vzhledem ke gestaénimu stafi plodu.
Z pohledu téhotné zeny je kombinovany test vyhodnym screeningovym testem, protoze se vysledek
screeningu dozvi uz v €asnéjSim stadiu tchotenstvi. Na druhé strané je tieba vzit do tvahy, Ze
ur¢itym omezujicim faktorem je dostupnost kvalitntho UZ vySetieni a zejména zajisténi
porovnatelnosti téchto ultrazvukovych méfeni mezi jednotlivymi pracovisti (operatory). V minulych
letech byla efektivita kombinovaného testu v porovnani s vysledky zredlné praxe mirné
nadhodnocovana. Reélnou situaci ziejmé dobie dokumentuji vysledky ziskané v ramci tzv. NEXT
Study (Norton M. E. et al.,, 2015), kdy byla porovnavéana efektivita kombinovaného testu a
neinvazivniho testu Harmony. Na souboru témét dvaceti tisic t€hotnych se prokazalo, Ze senzitivita
kombinovaného testu nedosahla ani 80 %. Dals§im faktorem, ktery je tfeba pfi hodnoceni efektivity
kombinovaného testu vzit do uvahy, je fakt, Ze zhruba jedna tfetina té¢hotenstvi nesouci postizeny
plod Downovym syndromem samovolné zanikne mezi prvnim a druhym trimestrem téhotenstvi
(Macintosh M. C. et al., 1995). Tato skutecnost statisticky ovlivituje posouzeni skute¢né efektivity
screeningu, kterd by samoziejmé méla byt vztazena k té¢hotenstvi, které je ukonceno porodem.
Ponékud jina situace je ve druhém trimestru t€hotenstvi, kdy pro ucely screeningu Downova
syndromu jsou rutinné vyuzivany pouze biochemické latky. V Ceské republice se uZz od prvni
poloviny devadesatych let stanovuji AFP, uE3 a hCG vramci tzv. triple testu. Je zajimave,
ze ackoliv v mnoha zemich svéta (napt. Velka Britanie, USA, Némecko a Itlie) se stanovuje jako
Stvrty parametr inhibin A, tak v Ceské republice se tento test nikdy nestal standardni soudasti
biochemického prenatdlniho testovani, a to i1 pfes skuteCnost, Ze efektivitu screeningu zvysuje.
Testovani biochemickych parametri ve druhém trimestru muiZe byt ovSem také soucasti

integrované¢ho testu, ktery je nejefektivnéj$i konvencni screeningovou strategii, tedy screeningem

63



neprovadénym na bazi NIPT. V tomto ptipad¢ se vysledek screeningu vyhodnocuje na zékladé
souhrnného vyuziti prvo i druhotrimetralnich markerti. Cilem nasi studie bylo ovéfeni, zda v naSich
podminkach muze inhibin A, jako ¢tvrty biochemicky marker vySetfovany ve druhém trimestru
téhotenstvi, vylepsit provadéni prenatdlniho screeningu Downova syndromu. Jak uz bylo feCeno
vyse, posuzovani efektivity screeningového protokolu se provadi srovnanim senzitivity, falesné
pozitivity, ev. vyjadfenim pozitivni prediktivni hodnoty screeningového testu. Screeningem
by mélo byt objeveno, co mozna nejvice téhotenstvi, které maji postizeny plod s hledanym
onemocnénim, ale na druhé strané je zadouci, aby se zbytecné neprovadéla dalsi vySetieni
na zéaklad¢ falesné pozitivnich vysledki. Pravé vysoké procento faleSné pozitivnich vysledka je
nezéddoucim jevem pii provadéni jakéhokoliv screeningu (Leck 1., Wald N. J., 2000). Nase studie
prokazala, ze vyuziti inhibinu A jako dalS§iho biochemického parametru ma vyznamny vliv
na distribuci kalkulovanych rizik pfitomnosti Downova syndromu jak u triple testu, tak
u aintegrované¢ho testu. Vyznamnou roli pfi vyhodnocovaci vysledki screeningu hraje také
nastaveni rozhodovacich limiti u jednotlivych screeningovych programit. Snizeni poctu falesné
pozitivnich vysledki pfiznivé ovliviiuje kvalitu prenatélniho testovani. V prvnim ptfipadé mize dojit
ke snizeni poctu zbytecné provedenych invazivnich zékrokd (CVS, aminocentéza). Pokud by
konvencni screeningovy test byl pouzit v kombinaci s neinvazivnim DNA testovanim, tak lepSi
stratifikace rizika postiZzeni plodu mize ptispet k efektivnéjSimu vyuziti NIPT. Je ovSem ziejmé,
ze pro celkové objektivni posouzeni efektivity inhibinu A ve screeningovych protokolech musi byt
testovdna obecnd populace v daleko vétSim poctu téhotnych Zen. Musi byt také vyhodnoceny
informace o pfitomnosti, ¢i nepfitomnosti hledaného genetického onemocnéni u plod zkoumanych
téhotenstvi (Wald N. J. et al., 2004; Malone F. D. et al., 2005).

Nase studie byla navrzZena tak, aby ovéfila, jaka cast pozitivnich vysledkli prenatalniho
screeningu Downova syndromu se zméni na negativni po pfidani inhibinu A. Vysledky potvrzuji,
ze pfidani inhibinu A jak do triple testu, tak do integrovaného testu vyznamné snizi pocet
pozitivnich vysledkl a tim také pocet zbytecné provedenych invazivnich zakroki a souvisejicich
genetickych analyz. Diky velikosti testovanych souborti a uspofddani studie nebylo mozné
prokéazat, jak se zméni celkova senzitivita a faleSnd pozitivita sledovanych screeningovych
protokolii. Pro tento Ucel by bylo tfeba vysSetfit nékolik tisic t€hotenstvi, vcetné¢ prokézanych
piipadii poskozeni plodu a celé studie by musela obsahovat vysledky screeningu celé populace, tedy
ne jenom u vysledkli s vysokym rizikem. Veskeré piipady postizenych plodii by musely byt
identifikovany bud’ pomoci prenatdlni diagnostiky (CVS, aminocentéza a naslednd geneticka

analyza), nebo sledovanim genetického statusu narozenych déti. U ¢asti t€hotenstvi v nasi studii
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byla provedena invazivni diagnostika na zaklad¢ vysledki screeningu bez inhibinu A. U nékterych
téhotenstvi se nam podaftilo ziskat informaci o stavu ditéte po narozeni. Jednalo se pouze o ¢ast
téhotenstvi, coz je popsano nize.

Pti pozitivnim vysledku screeningu je té¢hotnym Zenam zpravidla nabidnuta invazivni
diagnostika. V nasi skupiné téhotnych, které absolvovaly triple test, byla provedena u 56 Zen.
Po pfidani inhibinu A do vypoctu rizika a rozdé€leni Zen do dvou skupin, s rizikem vyS$$im nez
1 :300 (TPRT) a niz§im nez 1 : 300 (FPRT), bylo v obou skupinach 28 Zen, u nichz byla provedena
invazivni diagnostika. Ve skupin¢ TPRT byla potvrzena dvé téhotenstvi s Downovym syndromem,
tedy jak samotny triple test, tak kvadruple test (triple test s inhibinem A) spravné odhalily
téhotenstvi s postizenym plodem. Ve druhé skupin¢ FPRT, ktera méla piivodné pozitivni riziko a po
pfidani inhibinu A se riziko zménilo na negativni, bylo invazivni diagnostikou odhaleno jedno
téhotenstvi s postizenym plodem. V tomto piipadé¢ rekalkulace rizika s inhibinem A poskytla
nespravné negativni vysledek, ktery byl ovSem vyznamné ovlivnén vysokou hladinou AFP.
Ve skupiné pacientek, které absolvovaly integrovany test, byla invazivni diagnostika provedena u
39 Zen. Po ptidani inhibinu A do vypoctu rizika a rozdéleni Zen do dvou skupin, s rizikem vyS$im
nez 1:150 (TPRI) a niz§im nez 1 : 150 (FPRI), bylo v prvni skupiné 21 téhotnych a ve druhé
skupin€ 18 Zen, u nichZ byl proveden invazivni zdkrok. Ve skupin€ TPRI byla potvrzena dvé
téhotenstvi s Downovym syndromem. V tomto pfipadé integrovany test i1 integrovany test
s inhibinem A spravné odhalily t€hotenstvi s postizenym plodem. Ve druhé skupiné FPRI, ktera
meéla piivodné pozitivni riziko a po pfidani inhibinu A se riziko zménilo na negativni, bylo invazivni
diagnostikou odhaleno jedno téhotenstvi s postizenym plodem. V tomto ptipadé rekalkulace rizika
s inhibinem A poskytla nespravné negativni vysledek, ktery byl zfejmé ovlivnén jasné negativnim
UZ vySetitenim.

Vroce 2012 byl do praxe uveden prvni screeningovy test zaloZzeny na sekvenaci
extracelularni DNA plodu v krvi nastavajici matky (NIPT) (Palomaki G. E. et al., 2011). Efektivita
tohoto typu testovani je v porovndni se vS§emi konvenénimi screeningovymi postupy vyrazné vyssi,
ale existuje nekolik divodua, pro¢ ziejmé v nejblizSich letech nedojde k nahrazeni konvencnich
screeningovych postupi za NIPT. Dostupnost tohoto typu testovdni je v porovnani s béznym
biochemickym a ultrazvukovym vySetifenim omezengj$i, coz vychazi zejména z pozadavkl
na pristrojové vybaveni a erudici provadéjicich pracovnikli. DalSim diivodem je také mnohem vyssi
cena tohoto vySetfeni v porovnani s béZnymi biochemickymi parametry. Alternativnim zpisobem
vyuziti NIPT je jeho zaclenéni do konvencnich screeningovych postupt tak, aby doslo ke zlepSeni

zakladnich charakteristik screeningu a pfitom nedoslo k neimérnému zvysSeni nakladti na celkovy
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screeningovy proces (Wald N. J., 2018). Z vySe uvedenych divodu lze usuzovat, ze zavedeni
inhibinu A do screeningového protokolu triple testu a integrovaného testu ma stale svij vyznam
1 v dnesni dobé¢, kdy jsou k dispozici sekvenacni techniky. Zavedeni inhibinu A do screeningového
protokolu by se dle dajii Registru laboratofi zabyvajicich se screeningem VVV tykalo pfiblizné
kolem 50 % téhotnych Zen v Ceské republice (Registr laboratoii, 2018), tedy téch, které absolvuji

integrovany test nebo triple test.
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7 ZAVER

V Ceské republice neni stanoveni inhibinu A pro G&ely prenatalniho screeningu prakticky
provadéno. V rdmci realizace této studie jsme zavedli stanoveni inhibinu A a stanovili jsme sérové
hladiny ve skupiné¢ téhotnych Zen s pozitivnim vysledkem prenatdlniho screeningu. Pro toto
stanoveni jsme ziskali od t¢hotnych Zen informovany souhlas.

Prvni skupina testovanych t€hotnych zen v nasi studii zahrnovala 277 Zen, u kterych byl
proveden triple test. Druhé skupina zahrnovala 91 t€hotnych zen, které prosly integrovanym testem.
Po zméfeni inhibinu A byl u vSech vysledkii proveden pfepocet rizika vyskytu hledaného
onemocnéni a oba soubory byly statisticky porovnany. U ¢asti t€hotnych byla provedena také
invazivni diagnostika, ale pro statistické hodnoceni se jednalo o malé mnoZzstvi ptipadi. Vzhledem
k velikosti hodnocené¢ho souboru a navrzenému schématu nebylo cilem prace prezentovat
komplexni dopad na vSechny zékladni parametry screeningu — senzitivitu a faleSnou pozitivitu,
ale pouze posoudit vliv na distribuci rizik ve vysoce rizikovych skupinach té¢hotnych zen a tim

posoudit mozny vliv na pozitivni prediktivni hodnotu.

Nami ziskané vysledky byly publikovany v impaktované odborné literatuie a prokazaly, Ze:

- Pfidani inhibinu A do screeningového protokolu triple testu a integrovaného testu vyznamné
ovlivituje stratifikaci rizika vyskytu Downova syndromu u plodi v té¢hotné populaci
a snizuje pocet pozitivnich vysledki

- Jeho zavedeni do screeningového protokolu statisticky vyznamné ovliviiuje distribuci rizik
ve skupiné Zen s pozitivnim vysledkem screeningu Downova syndromu a vede k rozdéleni
vysledkli do dvou skupin. Prvni skupina zahrnuje vysledky, u kterych doSlo k potvrzeni
pozitivity a druhd skupina zahrnuje téhotné Zeny, jejichZ vysledek rizika ptitomnosti
Downova syndromu u plodu se po pfidani inhibinu A zménil na negativni. Rozdil
v distribuci rizik byl u obou testovanych skupin signifikantni.

- Lepsi stratifikace rizik ma prakticky dopad pro provadéni screeningu Downova syndromu
v populaci, protoze miize piimo ovlivnit pocet provadénych invazivnich zakroka. Vysledky
potvrzuji, Ze zavedeni inhibinu A do screeningového programu ma vyznamny vliv
na prediktivni hodnotu pozitivniho testu. Pro kompletni vyhodnoceni vyznamu inhibinu A
by bylo tieba ziskat veSkeré informace o vystupu tehotenstvi vSech testovanych Zen. Dale

by bylo tfeba studii rozsifit také o skupinu t€hotnych zen s negativnim vysledkem testu.
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8 SOUHRN

Prenatalni testovani je v souc¢asné dobé¢ zalozeno na provadéni ultrazvukového vysetiovani,
stanoveni nékterych biochemickych latek a nejnovéji také na analyze fragmenti mimobunécné
DNA plodu v krvi matky. Cilem této prace bylo ovéfeni, zda stanoveni inhibinu A u t€hotnych Zen
muze prispét ke zptesnéni vysledkl prenatdlniho screeningu (stanoveni rizik) Downova syndromu
a tim také ke snizeni poctu zbytecné provadénych invazivnich zakrokt, ptipadné k lepsi stratifikaci
rizik pfi rozhodovani o vyuziti neinvazivniho DNA testovani. Koncentrace inhibinu A byly méfeny
pomoci paramagnetické ¢asticové chemiluminiscenéni imunoanalyzy na systému Access, Beckman
Coulter. Vyhodnoceni rizik screeningu bylo provedeno pomoci systému Alpha, LMS. Byly
porovnavany vysledky u dvou skupin screeningovych testl, triple testu a integrovaného testu.
V prvnim piipadé byla rizika v t€chto dvou skupinach stanovena bez inhibinu A a zahrnovala pouze
vysledky s vysokym rizikem. Nasledné byly do screeningovych protokold zahrnuty vysledky
inhibinu A a stdvajici rizika byla revidovana. Prvni skupina screeningovych testl (triple test)
zahrnovala celkem 277 te¢hotnych Zen. Druha skupina (integrovany test) zahrnovala 91 téhotnych
zen. Vysledna rizika u té¢hotnych byla bez stanoveni inhibinu A vys$i nebo rovna 1 : 300 (triple
test), resp. 1 : 150 (integrovany test). Ve sledovanych skupinach bylo néasledné provedeno méteni
inhibinu A a byl proveden piepocet rizik. V prvni skupiné (triple test) doslo ke zméné rizik
na hodnoty nizS§i nez 1:300 u 152 téhotnych zen a ve druhé skupiné (integrovany test)
u 47 tehotnych Zen. VSechny vysledky byly na konci studie porovnavany s vystupem te¢hotenstvi.
Ziskané vysledky ukazuji, Ze zahrnuti inhibinu A do screeningovych protokolii vyznamné ovlivituje

distribuci rizik pti provadéni screeningu Downova syndromu u t€hotné populace.
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9 SUMMARY

Currently, prenatal testing is based on an ultrasound examination, the testing of certain biochemical
markers and most recently, also on the analysis of fragments from the extracellular DNA
of the fetus in the mother’s blood. The aim of this work was to verify whether inhibin A testing
during pregnancy could help improve the results of prenatal screening (risk assessment) for Down
syndrome and thus reduce the number of unnecessarily invasive procedures, or for better
stratification of risks when deciding on non-invasive DNA testing. The concentrations of inhibin A
were measured using chemiluminescent immunoassay with paramagnetic particles on the Access
system from Beckman Coulter. Risk assessments of screenings were performed using Alpha
software, LMS. The results were compared in two groups of screening tests, a triple test and an
integrated test. In the first case, the risks in these two groups were determined without inhibin A
and included only high-risk results. Subsequently, the inhibin A results were included
in the screening protocols and the existing risks were revised.

The first group of screening tests (triple test) included a total of 277 pregnant women. The second
group (integrated test) included 91 pregnant women. The resulting risk for pregnant women without
the determination of inhibin A was higher or equal to 1 : 300 (triple test), respectively 1 : 150
(integrated test). Inhibin A was then measured in the monitored groups and the risk was
recalculated. In the first group (triple test), the risk changed and was lower than 1 : 300
in 152 pregnant women and in the second group (the integrated test) in 47 pregnant women. At the
end of the study, all results were compared to the outcome of the pregnancy. The results obtained,
show that the inclusion of inhibin A in screening protocols significantly affect the distribution

of risk in screenings for Down syndrome in the pregnant population.
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