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CHROMOSOMAL ABERRATIONS IN ETIOLOGY OF EARLY REPRODUCTIVE FAILURE: ANALYSIS
OF 233 CASES

Original article

Abstract

Chromosomal aberrations are common cause of early miscarriage. Possible presence of chromosomal aberration
may be assessed by cytogenetic examination of the aborted fetus tissue. In our study from the Institute of Biology
and Medical Genetics of the First Faculty of Medicine of Charles University and General University Hospital in Prague
we analysed tissue sample from 233 early spontaneous or missed abortions. In 212 cases the cultivation process
was successful. Among those — we identified 52 cases with chromosomal aberration (24,5 %). Most common aber-
rations were — trisomy 21, monosomy X, triploidy and trisomies of chromosomes 16 and 22. Our overall incidence of
aberrations was lower — compared to similar studies. According to other indicators we suppose that this may be cau-
sed by the higher incidence of maternal cells contamination — but this phenomenon cannot be completely excluded
while using classical karyotyping. We also confirmed higher incidence of chromosomal aberrations in the miscarriage
cases in elder mothers and furthermore we found higher incidence of aberrations in cases from higher gestation
weeks. Both trends were statistically significant.
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Pavodni prace

Abstrakt

Chromozomové aberace jsou ¢astou pric¢inou ¢asnych reprodukénich ztrat. MoZnou pritomnost chromozomové abe-
race je mozné oveérit cytogenetickym vy$etfenim tkané potraceného plodu. V rdmci nasi studie na Ustavu biologie a
|ékarské genetiky 1. Iékarské fakulty Univerzity Karlovy a VSeobecné fakultni nemocnice v Praze jsme analyzovali vzo-
rek tkané u 233 pripadl ¢asnych spontannich &i zamlklych potratd. Ve 212 pripadech byla kultivace Uspé&sna a celkem
v b2 pfipadech (24,5 %) byla zachycena chromozomova aberace — nejastéji trizomie chromozomu 21, monozomie
chromozomu X, triploidie a trizomie chromozomu 16 a 22. Celkova &etnost chromozomovych aberaci byla v nasem
souboru spiSe niZsi oproti obdobnym studiim. | s ohledem na dal$i ukazatele predpokladéme, Ze by pfi¢inou mohla
byt kontaminace nékterych vzork( matefskymi burikami, coZ ale nelze u rutinniho cytogenetického vySetfeni predem
vyloucit. Dale jsme v rdmci studie potvrdili vy$Si Cetnost chromozomovych aberaci v pripadech s vy$Sim vékem matky
a dale pak ¢astéjsi zastoupeni chromozomovych aberaci v pfipadech potratu ve vy$Sich tydnech t&hotenstvi. Tyto na-

lezy byly statisticky vyznamné.

Klicova slova: spontanni potraty, chromozomové aberace, infertilita

Uvod

Z Cisté matematického hlediska je lidskéa reprodukce po-
meérné neefektivni. V ramci studii bylo prokazano, ze
s ohledem na vesSkeré mozné patologické vlivy, které
ovliviujf lidské embryo/plod od pocéatku fertilizace az do
doby porodu, se Zivé narodi asi jen 30 % dé&ti ze vSech
oplozenych vajicek (1). Opakované sponténni potraty (dle
definice kond&i potratem alespon tfi po sobé jdouci gravidity
—a to se stejnym partnerem) postihuji pfiblizné 1-2 % Zen
v reprodukénim véku (2). Obecné maji ¢asné reproduként
ztraty v prvnim trimestru gravidity celou fadu pficin, mezi
ty negenetické by patfily napriklad endokrinologické &i
imunologické abnormality, vrozené i ziskané hyperkoa-
gulaéni stavy ¢i vrozené malformace délohy (3).

Pokud jde o genetické pfi€iny, jsou jednoznacné nejcas-
t8jSi pficinou Gasnych reprodukénich ztrat chromozomové
aberace, a to zejména aberace numerické. Chromozo-
mové aberace mohou byt pfi¢inou priblizné az poloviny
Casnych reprodukénich ztrat, v riznych studiich s riznym
poétem/typem vzorkl tkané potracenych plodd byly ab-
normality chromozomd zachyceny u 20 — 70 % pripadud
(4,5,6,7).

Zakladnim typem cytogenetického vySetfeni v této indi-
kaci je rutinni karyotypizace kultivovanych bunék ze
vzorku tkané potraceného plodu, tedy vysetfeni metafaz-
nich chromozom barvenych pomoci tzv. G-pruhovani
v optickém mikroskopu (4). Toto vySetfeni je schopné de-
tekovat veSkeré numerické odchylky chromozomd,
vCetné chromozomalni mozaiky, balancovanych chromo-
zomovych prestaveb a také rozsahlejsich deleci a dupli-
kaci. OvSem praveé v detekci drobnych deleci a duplikaci
je klasické vySetreni karyotypu ¢asto pro svou nizkou roz-
liSovaci schopnost ne zcela vytézné, proto i v této indikaci
(vySetieni tkané potraceného plodu) je dnes stale ¢astéji
provadéno vySetfeni typu microarray (nejcastéji ve verzi
vychazejici metodicky z principu komparativni genomové
hybridizace array-CGH) (8,9).

Metodika

Predkladame retrospektivni analyzu pripadl vySetreni ka-
ryotypu z tkané u potracenych plodu, které byly vySetfeny
v rdmci Cytogenetické laboratore Ustavu biologie a Iékar-
ské genetiky 1. Iékarské fakulty Univerzity Karlovy a VSeo-
becné fakultni nemocnice v Praze (UBLG 1. LF UK a VFN)
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v letech 2009-2014 (6 let). Pfipady byly vybrany z interni
databaze laboratore, zahrnuty byly vSechny pripady za
toto obdobi, kde byl indikaci k vySetfeni karyotypu zamlkly
¢i spontanni potrat. U kazdého pripadu jsme zaznamenali
Uspésnost kultivace, vysledek karyotypu (u Uspésnych
kultivaci), vék t&hotné, gestacni tyden pfi potratu a také
pohlavi plodu (uréené dle karyotypu). Ziskané vysledky
byly nasledné statisticky vyhodnoceny v programu R (10)
pomoci dvouvybérového t-testu, Wilcoxonova dvouvybé-
rového testu a Fisherova testu. P-hodnota nizsi nez 0,05
byla povazovéana za statisticky vyznamnou.

Samotnéa cytogenetickd vySetreni byla provedena stan-
dardnim zpldsobem s vyuZzitim obvyklych metodik pro vy-
Setfeni karyotypu ze vzorku tkéné, k vizualizaci
chromozom bylo vyuZito G-pruhovéni, dalsi vySetreni
(napriklad QF-PCR nebo array-CGH) nejsou v této indikaci
v nasi laboratofi rutinné provadéna. Zhodnoceni karyotypu
bylo provedeno s vyuZitim mezinarodni cytogenetické no-
menklatury (11).

Vysledky

V daném obdobi (2009-2014) bylo v ramci Cytogenetické
laboratore UBLG 1. LF UK a VFN v Praze vy$etieno celkem
233 vzorkd tkané plodu z ddvodu reprodukéni ztraty (za-
mlklé ¢i spontanni potraty), vétSina pfipadl byla odeslana
z Gynekologicko-porodnické kliniky 1. LF UK a VFN v Praze.
Z téchto 233 vySetieni jich bylo celkem 212 Uspé&sSnych
(91 %) —zakon€enych vydanim vysledku karyotypu, ve zby-
lych 21 pripadech (9 %) pak Slo o nedspé&snou kultivaci
a vySetreni tak neposkytlo validni vysledek. Hlavnim ddvo-
dem k cytogenetickému vySetfeni tkané plodu byla diag-
noza zamlklého potratu, a to ve 214 pfipadech (91,9 %),
méngé Casto pak byla vySetfovana rezidua tkané po spon-
tannim potratu (19 pripadd, 8,15 %).

Mezi 212 Uspésnymi vySetrenimi bylo zachyceno celkem
52 (24,5 %) patologickych chromozomovych aberaci, nej-
Gastéji byl zachycen Downdv syndrom a Turner(v syn-
drom — obé& diagnézy celkem v 7 pfipadech, kompletni
prehled dalSich zachycenych chromozomovych aberaci
ukazuje Tab. 1.
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Tab. 1 Prehled veskerych zachycenych chromozomo-

vych aberaci v souboru 212 tispésné dokoncenych vy-
Setreni karyotypu z tkané potracenych plodi

Graf 1 RozloZeni ¢etnosti pripad( potrati v zavislosti na
délce gravidity (v dobé potratu) — rozdéleno pro patolo-
gické a normalni nalezy

Typ chromozomové Pocet Relativni
aberace pripadd (n) | ¢etnost (%)

Trizomie chromozomu 21 7 13,46 %

45,X 7 13,46 %

69, XXX 6 11,54 %

Trizomie chromozomu 16 6 11,54 %

Trizomie chromozomu 22 5 9,62 %

Trizomie chromozomu 9 3 5,77 %

Trizomie chromozomu 13 3 5,77 %

Trizomie chromozomu 18 2 3,85 %

Trizomie chromozomu 14 2 3,85 %

47 XY, +4 1 1,92 %

47 XX,+7 1 1,92 %

92, XXXX 1 1,92 %

47, XY,+17 1 1,92 %

47, XY,+2 1 1,92 %

47, XX,+15 1 1,92 %

47,XX,+20 1 1,92 %

46,XY,der(14) 1 1,92 %

46,XX,t(4;12)(g35;924) 1 1,92 %

46,XX,t(11;13)(g21;921.2) 1 1,92 %

46,XX,dup(22)(g12q13) 1 1,92 %

Pramérny vék téhotnych zen byl 34,06 roku (+ 5,03 SD).
NejCastéji byly vySetfovany plody potracené Zenami ve
veéku 35 let a vice, v této skupiné bylo také zaznamenano
nejvyssi procento zachycenych patologickych karyotypU
(29,9 %). Ve skupiné Zen do triceti let véku byla zachyt-
nost chromozomovych aberaci o tfetinu mensi (20,0 %)
— podrobnéji jsou data shrnuta v Tab. 2. Zavislost véku
matky a vyskytu numerické aberace byla vyhodnocena
dvouvybérovym t-testem a ukazala se byt statisticky vy-
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35 - / \
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: N><\
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Tyden téhotenstvi

nych vySetreni bylo celkem 169 plodl s Zenskym karyo-
typem a 43 plodl s karyotypem muzskym (F/M pomér
= 3,93). Zatimco ve skupingé plodd s patologickym néle-
zem je (teoreticky rovnomeérny) pomeér pohlavi bez vy-
znamnéjsi odchylky: 26 patologii u Zenského karyotypu
a 22 u muzského karyotypu (F/M = 1,18), ve skupiné
plodd s normalnim karyotypem je tento trend naopak
velmi vyrazny: 143 pripadl s Zenskym karyotypem ku 21
pripaddm u muzského karyotypu (F/M = 6,81). Dle Fishe-
rova testu je také tento rozdil pohlavi statisticky vy-
znamny (p = 0,000003), moZné pficiny tohoto trendu jsou
podrobné rozvedeny v diskuzi.

Diskuze
Problematika lidské reprodukce a jejich poruch je velmi

Tab. 2 Zastoupeni chromozomovych aberaci v tkani potracenych plodd v riznych vékovych skupinach téhotnych Zen

Vék téhotnych Patologicky Normalni Celkem Zastoupeni
karyotyp karyotyp pripadu patologii
29 let a méné 7 35 20,00 %
30-34 let 16 80 20,00 %
35 let a vice 29 97 29,90 %
Celkem 52 160 212 24,53 %

znamna: p = 0,022 (95% ClI pro rozdil: 0,28 az 3,50). Dalsi
sledovanou proménnou byla délka gravidity v dobg, kdy
doSlo k potratu. Dle pfislusnych klinickych zprav byla pra-
meérna délka trvani gravidity v dobé& potratu vypodtena na
72,87 dne (+ 18,75 SD). Rozlozeni ¢etnosti pripadd vzhle-
dem k délce gravidity v dobé& potratu se ovS§em u patolo-
gickych a normalnich nalezl pomérné liSi — maximum
pripadl u patologickych nalezl se vyskytuje fadové o né-
kolik dnf pozdé&ji, nezli u nalezl normalnich. Graficky je
tento trend zndzornén na Grafu 1, statisticka vyznamnost
tohoto trendu pak byla testovana pomoci Wilcoxonova
dvouvybérového testu a zjiSténa byla statisticky vy-
znamna zavislost (p = 0,0000041).

Poslednim trendem, ktery jsme podrobnéji analyzovali,
byl pomér pohlavi u vySetfovanych plodd. Z 212 Uspés-

komplexni a sloZitd. Souvislost chromozomovych aberaci
u embryf a plodd a ¢asnych reprodukénich ztrat je dlou-
hodobé znama. | v naSem souboru bylo nalezeno vy-
znamné zastoupeni chromozomovych abnormalit -
celkem 24,5 %. Takovéto zastoupeni je sice v rozmezi
hodnot udavanych jinymi obdobnymi studiemi, v porov-
nani s prameérné udavanymi priblizné 50-60 % patologic-
kych vysledkd (5,6,12,13), je naSe zachytnost vyrazné
nizsi. Mezi zachycenymi patologiemi jsme nalezli obvyklé
spektrum numerickych chromozomovych aberaci, pfi-
tomnych ve tkani potracenych plodd — tedy vySsi pro-
cento Turnerova syndromu, trizomie chromozomu 16 a
chromozomu 22 a dale i nékolik pfipadd polyploidie (kon-
krétné triploidie). NejvzacnéjSi autozomalni trizomie — tri-
zomie chromozomt 1 a 19 (5) nebyly v naSem souboru
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zachyceny. Mozné prekvapivé bylo zachyceno i vysoké
procento trizomie chromozomu 21, coz muZe byt zplso-
beno skute¢nosti, Ze vyznamna &ast vzorkl byla z tkani
plodl potracenych az po 11. tydnu gravidity, kdy jiz
obecné Ize vice olekéavat vysSsi zastoupeni tii , klasic-
kych" autozomalnich trizomif (tedy trizomii chromozomu
13, 18 a 21).

V naSem souboru byl jednozna&né vyznamné vychyleny
pomeér pohlavi u vySetfovanych vzorkd, a to konkrétné
v podskupiné pfipadl s normalnim karyotypem, kde byl
F/M pomér dokonce 6,81. Prestoze i jiné prace (5) pfi-
pousti napriklad pomér 1:2 ve prospéch Zenského po-
hlavi, Ize takovyto statisticky vyznamny rozdil prohlasit za
nasledek vyssiho zastoupeni maternalni kontaminace,
kdy se z daného vzorku tkdné podafilo vykultivovat pouze
maternalni bunky, které pak faleSné imituji nalez normal-
niho Zenského karyotypu. Obecné by bylo mozné tomuto
nezadoucimu fenoménu predchazet pomoci doplnéni QF-
PCR vySetreni s kontrolou maternalniho profilu, pokud by
bylo klinikem indikovano. Na druhou stranu bylo dosa-
Zeno velmi vysokého procenta UspésSnosti kultivace
(témer 92 %), kterou by ale v rdmci podrobné;si studie
s vylou¢enim kontaminovanych vzork( bylo nutné upravit.
Obecnym problémem je v této situaci samozrejmé ob-
tiZna dostupnost vhodného vzorku v pfipadech spontan-
niho potratu.

VWtéZnost klasického vySetfeni karyotypu by bylo mozné
rozsifit doplnénim vySetfeni typu microarray, které by
umoznilo zachytit i dal$i procenta chromozomalné pod-
minénych potratl, které v8ak rutinni vySetfeni chromo-
zomU v optickém mikroskopu nema Sanci odhalit (8,9).
Obecné Ize jist& doporudit provedeni microarray vysetreni
zejména v pripadé opakovanych potratd pri negativité kla-
sického cytogenetického vySetreni, na druhou stranu by
ale nemélo vySetieni typu microarray zcela nahradit ru-
tinnf karyotypizaci tkané potraceného plodu, nebot vySe-
tfeni typu microarray nedokéze napfiklad spravné
identifikovat translokaéni formy trizomii a ma rovnéz ob-
tize pri identifikaci nizkofrekvenéni mozaiky, array-CGH
navic nedokéze Casto identifikovat triploidii (14).

V rdmci nasi studie se ndm dale podafrilo prokazat nega-
tivni vliv rostouciho véku matky na ¢etnost chromozomal-
nich odchylek, kdy u pfipadd s vy§8im vékem matky byly
chromozomové abnormality nachéazeny castéji (tento
trend byl statisticky vyznamny). To je v souladu s nélezy
jinych autort (napt. 7). Déle se nam podarilo prokézat sta-
tisticky vyznamny trend zavislosti pfedpokladaného ges-
taéniho tydne a pfitomnosti/nepritomnosti patologie.
V niz8ich tydnech t&hotenstvi pfi potratu jsme nalezli vy-
znamné mensi zastoupeni chromozomovych aberaci
oproti vy$Sim tydndm.

Zavér

Potvrdili jsme, Ze chromozomalni aberace, detekovatelné
v optickém mikroskopu, jsou vyznamnou pfi¢inou za-
mlklych a sponténnich potratl u ¢lovéka. Déle jsme zjistili,
Ze i u potratl se projevuje znama zavislost rostouci Cet-
nosti chromozomovych aberaci se zvysujicim se vékem
téhotné Zeny. Stari gravidity u plodU, u kterych byla po
potratu identifikovana chromozomova aberace, bylo
mirné vyssi, neZli u potratl, kde byl karyotyp plodd nor-
malni. Zaroven jsme ukézali, Ze i pres veSkerou snahu je
v nékterych pfipadech vySetifeni karyotypu plodu z doda-
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ného vzorku tkané limitovano moZnosti kontaminace ma-
ternalni tkani, ktera je pfi pouZiti samotné karyotypizace
jen velmi obtizné odhalitelna, a vyhodnéjsi by bylo jeji vy-
lou¢eni napriklad pomoci metody QF-PCR. Na druhé
strané, rutinni cytogenetické vySetreni je v této oblasti
stale nedocenitelné, nebot nejen v fadé pfipadd prinese
informaci pro rodi¢e, pro¢ k potratu doslo, pfiemz v ur-
Sitych pripadech (translokaéni formy Downova syndromu,
jiné strukturni aberace) mdze mit tato informace i dalezity
pfinos pro planovani dalsi reprodukce paru.
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