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Abstrakt

Digitalni PCR (Polymerase Chain Reaction) je metoda umoznujici absolutni kvantifikaci
sekvenci DNA a proto nachazi uplatnéni v mnoha diagnostickych disciplinach. Zaméfili
jsme se na diagnostiku trisomie 21. chromosomu, ktera se projevuje jako Downtiv
syndrom. Informace o genomu plodu lze ziskat z volné fetdlni DNA, ktera se béhem
téhotenstvi uvolituje do krevniho fecist¢ matky z placenty. V prvnim trimestru fetdlni DNA
tvoti pfiblizné 5-10 % volné DNA a je tudiZ vhodnym cilem pro neinvazivni prenatalni

testovani (NIPT). Potfebujeme vSak techniku, které je schopna rozlisit tuto relativné malou

diky Sirokym moznostem multiplexovani rizné zpisoby, jak tohoto cile dosdhnout.
Zaméftili jsme se na optimalizaci multiplex reakce, kterd v jednom fluorescen¢nim kanale
rozliSuje pocet kopii referencniho chromosomu 18 a sledované¢ho chromosomu 21.
Vysledné stanoveni tohoto poméru nam poskytuje informaci ohledné rovnovahy mezi
chromosomy a miiZe nam tak potvrdit ¢i vyvratit pfitomnost trisomické fetalni frakce.
Vyuzitelnost navrzené metody pro klinickou aplikaci jsme testovali vySetfenim vzorkl
DNA izolovanych z 25 vzorkl plazmy téhotnych se zdravymi plody a z 15 vzorkl plazem
od téhotnych s plody postizenymi Downovym syndromem. Analyza kiivky operacni
charakteristiky ptijimace (ROC) ziskanych dat vedla ke stanoveni cut-off hodnoty
naméieného poméru 1,144 pro dosaZeni senzitivity 73,3 % a specificity 80 %. Vytypovali

jsme metodické pristupy s potencidlem dale zlepsit parametry vyvijeného testu.

Kli¢ova slova: ddPCR, NIPT, duplexing, Downuv syndrom, optimalizace, prenatalni

diagnostika, aneuploidie



Abstract

Digital PCR (Polymerase Chain Reaction) is a method that enables absolute quantification
of DNA sequences and therefore finds application in many diagnostic disciplines. We
focused on the diagnosis of trisomy 21, which manifests itself as Down syndrome.
Information about the fetal genome can be obtained from free fetal DNA that is released
into the mother's bloodstream from the placenta during pregnancy. In the first trimester,
fetal DNA constitutes approximately 5-10% of free DNA and is therefore a suitable target
for non-invasive prenatal testing (NIPT). However, we need a technique that is able to
distinguish this relatively small fraction of free fetal DNA and differentiate it from free
maternal DNA. Precisely digital PCR provides various ways to achieve this goal thanks to
its wide multiplexing possibilities. We focused on optimizing the multiplex reaction, which
in one fluorescence channel distinguishes the number of copies of the reference
chromosome 18 and the observed chromosome 21. The resulting determination of this ratio
provides us with information regarding the balance between the chromosomes and can thus
confirm or refute the presence of a trisomic fetal fraction. We tested the usability of the
proposed method for clinical application by examining DNA samples isolated from 25
plasma samples from pregnant women with healthy fetuses and from 15 plasma samples
from pregnant women with fetuses affected by Down syndrome. ROC analysis of the
obtained data led to the determination of a cut-off value of the measured ratio of 1.144 to
achieve a sensitivity of 73.3% and a specificity of 80%. We identified methodological

approaches with the potential to further improve the parameters of the developed test.

Keywords: ddPCR, NIPT, duplexing, Down syndrome, optimization, prenatal

diagnostics, aneuploidy



Seznam zkratek

6-FAM:
AFP:
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APC/C:
ATP:
AUC:
BUBRI:
CDK1:
cdPCR:
cfDNA:
CMA:
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DNA:
dPCR:
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FISH:
HDAC3:
HPLC:
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qPCR:
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Smclp:
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Taq:
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6-karboxyfluorescein.

alfa-1 fetoprotein.

argonaut RISC komponenta 1.

anafazi podporujici komplex s navazanym cyklinem.
adenosintrifosfat.

oblast pod kiivkou.

protein 1 spjaty s pucenim neinhibovanym benzimidazolem.
cyklin dependentni kinaza 1.

na ¢ipu probihajici digitalni polymerdzova fetézova reakce.
volna deoxyribonukleotidova kyselina.

chromosomalni microarray analyza.

kapickova digitalni polymerazova fetézova reakce.
dimericky inhibin A.

deoxyribonukleotidova kyselina.

digitalni polymerazova fetézova reakce.
karboxyfluorescein.

fluorescencni in situ hybridizace.

histonovéa deacetylaza 3.

vysokoucinna kapalinova chromatografie.

inzulinu podobny rtistovy faktor.

protein vazajici inzulinu podobny rastovy faktor 4.
uzamcena nukleova kyselina.

masivné paralelni shotgun sekvenovani.

sekvenovani nové generace.

neinvazivni prenatalni testovani.

specificky téhotensky protein A.

kvantitativni fluorescencni polymerazova fetézova reakce.
kvantitativni polymerazova fetézova reakce.

kleisinova podjednotka rekombinac¢niho proteinu.

rhesus.

rhesus faktor antigen D.

operacni chrakteristika pfijimace.

kontrolni bod sestrojeni déliciho vieténka.

shugoshin 2.

nikotinamid adenin dinukleotid-dependentni deacytyléza sirtuin-1.
nikotinamid adenin dinukleotid-dependentni proteinova deacetylaza sirtuin-2.
alfa podjednotka proteinu udrzujici strukturu chromosomu 1.
beta podjednotka proteinu udrZujici strukturu chromosomu 1.
protein udrZujici strukturu chromosomu 3.
jednonukleotidovy polymorfismus.

thermus aquaticus.

volny estriol.

svétova zdravotnickd organizace.

Yakima Yellow.

gen pro protein zinkového prstu vazany na chromosom Y.
beta podjednotka lidského chorionového gonadotropinu.
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1. Uvod

Digitalni polymerazova fetézova reakce (dAPCR) je metoda umoziujici absolutni
kvantifikaci cilové molekuly s vysokou citlivosti (Kanagal-Shamanna 2016). Pomoci
dPCR jsme schopni detekovat a kvantifikovat malo zastoupené sekvence
deoxyribonuklotidové kyseliny (DNA) ve smési DNA. Diky tomu se dPCR stala
uzite¢nym nastrojem pro onkologii, studium infek¢nich chorob, sledovani kvality
zivotniho prostfedi, studium genetického mozaicismu a nasla vyuziti 1 v prenatéalni

diagnostice (Karlin-Neumann a Bizouarn 2018).

1.1.Prenatalni diagnostika
Prenatalni diagnostika je soubor metod a postupli umoziujicich diagnostikovat rtizné
choroby a patologie u jesté nenarozeného jedince. Cilem prenatalni diagnostiky je zjistit,
zda je specificka geneticka choroba ¢i vada pfitomna u plodu jiz béhem t€hotenstvi. Dalsi
pristup k problematice ndm poskytuje prenatalni geneticky screening, jez si klade za cil
zjistit, jestli ma pacientka zvySené riziko mit plod s genetickou poruchou (American
College of Obstetricians and Gynecologists’ Committee on Practice Bulletins 2016).
Znalosti ziskané témito disciplinami pak vyuzije 1€kat a sezndmi pacienty s vysledkem

vySetieni, vypocitanymi riziky a moznymi klinickymi feSenimi.

K provedeni prenatalniho vySetfeni potfebujeme ziskat vzorek bun¢k plodu. Metody
vyuzivané k ziskani tohoto vzorku mizeme d¢€lit na invazivni a neinvazivni. Neinvazivni
metody nemaji dostatecnou piesnost, ke zjisténi ¢i vylouceni pfitomnosti choroby, proto se
zatim vyuzivaji jen jako screeningové metody, ale tim, ze nezasahuji do integrity tkani
plodu nesou zna¢né nizsi riziko ztraty té¢hotenstvi. Invazivni metody se pouzivaji pro
diagnostiku, protoze jsou jejich vysledky pfesnéjsi, ale zaroven nesou riziko, ze provedeni
vySetfeni miize vést ke ztrat€ t€hotenstvi nebo k vyvolani jiné nezddouci komplikace. Proto
se k invazivnim vySetfenim pfistupuje az tehdy, pokud je jednoznaéné indikovéano (Carlson

a Vora 2017).

NejcastéjSimi indikacemi pro podstoupeni prenatalniho diagnostického vySetteni jsou:
prekoncepcné definované riziko genetické vady, pozitivni osobni ¢i rodinnd anamnéza
dédi¢cného onemocnéni, pozitivni nélez prenatalniho screeningu, vystaveni teratogennimu
riziku a vysoky veék matky. Déle se da ptistoupit k vySetieni, pokud si to par ¢i matka

budou prat (Spolecnost 1ékarské genetiky a genomiky 2019).
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1.1.1. Invazivni metody

1.1.1.1.  Odbér chorionovych klkii
Odbér chorionovych klki je provadén mezi 10. a 13. tydnem t¢hotenstvi. Jedna se odbér
tkan¢ vnéjsiho plodového obalu nesouci genetickou informaci embrya a provadi se
zavedenim specialni jehly pod ultrazvukovou kontrolou. Odbér muize probihat jak ptes
sténu bfisni dutiny, tak i pies délozni Cipek. Ziskany vzorek tkané je kultivovan pro ucely
cytogenetického vySetifeni. Vyhodou oproti amniocentéze je moznost ¢asnéjSiho odbéru
tkané€ a tim padem diivéjsi ziskani vysledkil vySetfeni. I tato technika nese sva rizika
(Jones a Montero 2021). Prvnim je riziko pferuSeni t€hotenstvi, které se pohybuje na
urovnich 0,7 % béhem 14 dni po odbéru, 1,3 % v rdmci 30 dni a 2 % v jakoukoli dobu
téhotenstvi. Nesmime ale zapomenout, Ze odbér probiha 1 v dfivéjSim gestacnim tydnu
a ptirozena hladina potratl je v brzkém stadiu t€hotenstvi vyssi (Mujezinovic a Alfirevic
2007). Druhym rizikem spojenym s odbérem chorionovych klki je vyskyt placentarniho
mozaicismu. V 1 —2 % ptipadi se stava, ze karyotyp placenty a plodu nenesou shodné
chromosomové aberace, coz pak muze vést k faleSnym vysledkiim vySetteni. Pokud méame
podezieni na mozaicismus je potieba provést v druhém trimestru amniocentézu (Malvestiti
et al. 2015). Dalsi rizika, jez jsou spojovana s odbérem klkii jsou tnik plodové vody,

naslednd infekce po odbéru a netispéSnost kultivace s vyskytem niz§im nez 0,5 %.

1.1.1.2. Amniocentéza
Amniocentéza je odbér plodové vody, ktery je provadén béhem 15. az 20. tydne
téhotenstvi. Odbér probihd zavedenim odbérové jehly pod ultrazvukovou kontrolou. Touto
metodou je odebrano 20 — 30 ml plodové vody, ktera je pak piredana k né¢kolikadenni
kultivaci v ni obsaZenych buné€k (Jindal a Chaudhary 2021). Jednim z rizik amniocentézy
je zpusobeni potratu. Toto riziko se s nabyvajicimi zkuSenostmi 1ékait a novymi postupy
sniZuje, ale je stale nenulové. Nyni se pohybuje primérné na 0,13 % (Jindal a Chaudhary
2021). Riziko potratu béhem 28 dni po odbéru je 0,58 % a 0,09 % béhem 42 dni (Ghi et al.
2016). Mezi dalsi rizika patii kratkodoby odtok plodové vody (1 —2 %), krvéaceni (2 — 3
%) a zavleceni infekce (mensi nez 0,1 %) (Jindal a Chaudhary 2021).
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1.1.1.3. Kordocentéza
Kordocentéza je invazivni metoda, pfi niz se pomoci jehly za ultrazvukové kontroly
odebere vzorek fetalni krve z pupecnikové vény. V soucasnosti se jedna o jedinou metodu,
pomoci niz mizeme ziskat vzorek krve plodu, z tohoto divodu miize byt pouzita nejen
k vySetieni karyotypu, ale i k zjisténi infekce plodu, diagnéze krve a metabolické analyze.
Kordocentéza mtize byt provadéna mezi 17. a 40. tydnem téhotenstvi (Peddi et al. 2021).
Mezi potencialni rizika kordocentézy patii krvaceni v misté odbéru (20 — 30 %),

bradykardie plodu (5 — 10 %) a riziko potraceni okolo 1,3 % (Khalek 2017).

1.1.1.4. Vyhodnoceni materialu ziskanych invazivnimi technikami
Vysetteni karyotypu je zdkladni technikou pro vySetfeni chromosomalnich aberaci plodu.
Jako karyotyp oznacujeme kompletni set vSech chromosomi obsaZenych v buiice dan¢ho
organismu. Po ziskani materialu invazivnimi technikami jsou poté buiiky po dobu 10 — 11
dni kultivovany a nasledn¢ za pomoci kolchicinu je jejich d€leni zastaveno, abychom
mohli bunky zachytit v metafazi mit6zy, kdy jsou jasné viditelné v§echny chromosomy.
Nasleduje lyze bunék, fixace chromosomd, ptiprava mikroskopickych preparati a jejich
barveni nejcastéji za pomoci barviva Giemsa po kratkém proteolytickém plisobeni
trypsinu. Tato technika se nazyva G-pruhovani a je spolehlivou metodou k identifikaci
aneuploidii plodu, strukturnich ptestaveb ¢i duplikaci a deleci vétSich nez 5 Mb (Simoni et

al. 1983).

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) je dalsi metodou pro vysetieni karyotypu. Metoda
je zalozena na principu hybridizace fluorescencni sondy s cilovou DNA sekvenci. Pod
fluorescencnim mikroskopem jsme pak schopni rozlisit jednotlivé hybridizované useky
podle barev sond (Tsuchiya 2011). Tato metoda umoznuje rychlejsi vysetteni vzorkt
ziskanych aminocentézou v ramci 24 — 48 hodin, jelikoz nevyzaduje d€lici se bunky (Jia
Chan-wei et al. 2011). FISH se tak pouziva k diagnostice trisomii, mutaci, translokaci

(Tsuchiya 2011).

Jako dal$i metodu vySetfeni karyotypu miZeme pouZit chromosomalni microarray analyzu
(CMA). CMA je technika zaloZena na principu komparativni genomické hybridizace,
jedna se o techniku s vysokym rozliSenim, ktera je schopna rozlisit submikroskopické
aberace. Za pomoci CMA miiZeme rozlisit polymorfismy typu ,,copy number variations®,

jedno nukleotidové polymorfismy, homozygozitu ¢i hetrozygozitu pro nalezeny
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polymorfismus ¢i aberaci, triploidii a uniparentalni disomii (Hixson et al. 2015; Levy

a Wapner 2018).

Pro vysetfeni plodové vody a chorionovych klkii je mozno pouzit kvantitativni
fluorescen¢ni PCR (QF-PCR), kdy za pomoci kapilarni elektroforézy detekujeme
fluorescencné znacené amplikony (Hulten et al. 2003). Nejbéznéji se amplifikuji kratké
tandemové repetice, jez jsou chromosomalné specifické. Za pouziti multiplexu

s fluorescencné znacenymi primery je mozno zaroven detekovat aneuploidie chromosomut

13, 18, 21 a pohlavnich chromosomi (Mann a Ogilvie 2012).

V neposledni fadé je mozno vyuzit k vySetieni vzorkii odebranych invazivnimi metodami
sekvenovani nové generace (NGS) a detekovat pfitomnost mutaci u plodu v zavislosti na

rodinné anamnéze (Hixson et al. 2015).

1.1.2. Neinvazivni metody

1.1.2.1.  Screening materského séra
Matetské sérum se hojn€ pouziva pro screening t€hotnych. Ve vzorku z krve odebrané
matce se méii hladiny specifickych biomarkert, jejichz hladiny mohou prozradit velikost
rizika vyskytu vrozenych vyvojovych vad (Gordon a Langaker 2021). Mezi sledované
biomarkery patti specificky t€hotensky protein A (PAPP-A), beta podjednotka lidského
chorionového gonadotropinu (B-hCG), alfa-1 fetoprotein (AFP), volny estriol (uE3)
a dimericky inhibin A (DIA) (Hixson et al. 2015). PAPP-A je placentalni glykoprotein,
ktery $té€pi protein vazajici inzulinu podobny rustovy faktor 4 (IGFBP-4) a pozitivné tak
reguluje inzulinu podobny ristovy faktor (IGF). Snizen4 koncentrace PAPP-A
v matefském séru v prvnim trimestru miize byt projevem nespravné fungujici placenty, coz
pak muze mit za nasledek neptiznivy vysledek t€¢hotenstvi (Morris et al. 2017). Proto je
PAPP-A jednim z markerti pouzivaném v prvotrimestralnim kombinovaném screeningu
(Eiben a Glaubitz 2005). Dalsim biochemickym markerem je B-hCG, coZ je
glykoproteinovy hormon produkovany placentou. Koncentrace této volné beta podjednotky
se behem t€hotenstvi méni a za rizikovou mizeme povazovat nizkou koncentraci béhem
prvniho trimestru, a naopak zvysSenou koncentraci v druhém trimestru (Hixson et al. 2015;
Sirikunalai et al. 2016). V druhotrimestralnim screeningu se pouziva jako marker AFP.
AFP je glykoprotein z rodiny albuminoidi a je produkovan jatry plodu a Zloutkovym

vakem. Zvysené hodnoty v krvi matky poukazuji na poruchy uzavieni neurdlni trubice,

14



omfalokélu, gastroschisis, ledvinovou agenesi, atresi jicnu a mozné neprospivani plodu.
Zaroven muze byt hladina AFP ovlivnéna i dal$imi faktory nesouvisejicimi s pribéhem
téhotenstvi (Bartkute et al. 2017). Druhym z markerti pouzivanych v druhotrimestralnim
screeningu je uE3, coz je steroidni produkt fetoplacentalni jednotky, jehoz koncentrace
odrazi jeji aktivitu (Canick et al. 1988). Proto snizeni hodnot uE3 mtize byt signalem pro
vyskyt Downova syndromu, poruch nervového systému a snizené funkénosti nadledvin
(Sayin et al. 2007). Posledni marker pouzivany pro druhotrimestralni screening je DIA.
DIA je dimericky glykoprotein, jehoZ zvySend koncentrace se vyskytuje u t€hotenstvi

s Downovym syndromem (Aitken et al. 1996).

1.1.2.2.  Ultrazvukovy screening
V prvnim trimestru se jako jedna z ultrazvukovych screeningovych metod pouziva
vySetieni tloustky §ijového projasnéni neboli nuchalni translucence. Plody
s chromosomalnimi aberacemi maji vétsi tloustku §ijového projasnéni. Vhodnou dobou
pro méteni nuchalni translucence je 11. — 14. gestacni tyden (Driscoll a Gross 2008).
V tomto intervalu je oblast za krkem plodu jiz viditelnd a mizeme ji pomoci ultrazvuku
zm¢éfit. Tento prostor je zvétSen u plodit s chromosomalnimi aberacemi z ditvodu
zvySeného mnozstvi tekutiny, diky jest¢ nevyvinutému lymfatickému systému plodu
(Maymon et al. 2000). Druhym sledovanym markerem pfii ultrazvukovém screeningu je
stav nasalni kiistky. Chybéjici ¢i zmensena nasalni kistka je jednim markera typickych pro

Downtiv syndrom (Singh et al. 2021).

1.1.2.3.  Volnia DNA
V lidské krvi se bézn¢ nachazi takzvana volna DNA. Jedna se o DNA fragmenty
cirkulujici krevnim fecistém, které mohou pochazet z mnoha riznych zdroji. Hladina
volné DNA (cfDNA) v krvi se méni v zavislosti na fyziologickém stavu organismu.
Obecné plati, Ze cfDNA se do krve dostava z buné¢k a tkani, které prochazi néjakym
degenerativnim procesem, ¢i maji pfirozen¢ vyssi bunécny obrat (Goldwaser a Klugman
2018). Mezi udalosti, jez zvySuji hladinu cfDNA v krvi patii: onkologickd onemocnéni,
téhotenstvi, transplantace, fyziologick4 odpovéd’ na cvi€eni, ale i patologické procesy jako
zangt, cukrovka, poranéni tkdné, sepse a infarkt myokardu (Kustanovich et al. 2019).
Bé&zné koncentrace cfDNA v krvi u zdravého jedince se pohybuje mezi 0 aZ 100 ng/ml
a u pacientli s rakovinou muze dosahovat hodnot pfes 1000 ng/ml (Schwarzenbach et al.

2011). Diky uvoliiovani DNA z placenty do krevniho feciSt¢ matky, jsme schopni ziskat
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potiebné informace o DNA plodu z krve matky, bez invazivniho zésahu do prostoru
délohy. Nutno ale podotknout, ze plod a placenta mohou nést odlisnou genetickou
informaci, kvuli placentdrnimu mozaicismu. Tento faktor snizuje ptesnost odhadu
genetické informace plodu (Goldwaser a Klugman 2018). Hladina ¢cfDNA plodu se
postupné béhem téhotenstvi zvysuje a rapidni nartst koncentrace miizeme zaznamenat po
20 tydnech téhotenstvi (Wang et al. 2013). Rust této koncentrace sledovali v roce 1998 Lo
a kolektiv a sestavili tak nomogram sledujici koncentraci cfDNA plodu v matefském séru
(Lo et al. 1998). V roce 2011 se tyto objevy zacaly pouzivat v klinické praxi jako metoda

neinvazivniho prenatalniho screeningu (Goldwaser a Klugman 2018).

Neinvazivni prenatalni testovani (NIPT) je tedy dnes jiz béZznou metodou uZivanou pii
genetickém screeningu. NIPT mizeme pouzit pro testovani nej€astéjSich trisomii,
abnormality pohlavnich chromosoml, vzacnych trisomii, mikrodeleci, mikroduplikaci,
krevnich skupin, a dokonce i1 nékterych monogennich onemocnéni (Suciu et al. 2019).
Mezi hlavni metody, které se vyuZzivaji pro analyzu volné DNA je masivné paralelni
shotgun sekvenovani (MPSS). MPSS analyzuje miliony fragmentti volné DNA, jak
fragmenty matky, tak fragmenty plodu. Tyto fragmenty jsou nasledn¢ identifikovany
urcenim jejich chromosomalniho pivodu. Poslednim krokem je kvantifikace fragmentt
a zjisténi poctu fragmentti. Trisomické chromosomy budou zastoupeny vice fragmenty, nez
je ocekavano u euploidnich t€¢hotenstvi. Touto metodou analyzujeme cely genom (Chitty
a Lo 2015). Také je mozné za pouziti NGS detekovat chromosomové abnormality
analyzou alelického poméru vybranych lokusi, které jsou rozliSovany diky jedno
nukleotidovym polymorfismim (SNP). V tomto piipad¢ hraji roli geny, které maji matka
a plod odlis$né a daji se tak rozlisit. Diky tomu jsme schopni urcit vysledny pomeér
chromosomil a odhalit tak pfipadné aneuploidie (Hixson et al. 2015). Dal§im uzivanym
zpusobem pro analyzu volné DNA je selektivni sekvenovani chromosomt. Pouzitim této
metody sekvenujeme pouze specifické regiony chromosomi 21, 18, 13, X a Y. Oproti
MPSS je zde vyhoda niZsi ceny za rizika vysSiho selhani (Mersy et al. 2013). Multiplexy
PCR umoZziuji analyzu SNP a rozliSeni mezi maternalni a fetalni frakci, coZ se vyuziva
jako samostatnd metoda nebo v kombinaci se selektivni sekvenaci chromosomt (Gil et al.
2019). Déle také microarray kvantifikace mize byt uZita jako alternativa k selektivnimu
sekvenovani chromosomil, odstrafiujici risk kontaminace PCR a variabilitu vysledki

(Stokowski et al. 2015). Posledni pouzivanou metodou pro analyzu volné DNA je dPCR,
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ktera je schopna detekovat trisomie, pfitomnost chromosomu Y a krevni skupiny (O’Brien
et al. 2020). Zatim je ale stale nejvyuzivanéj$i metodou pro NIPT masivné paralelni
sekvenovani (Carbone et al. 2020). Senzitivita odhaleni nejcastéjSich trisomii pomoci
NIPT je podle meta-studie Taylora Phillipse 96 % pro trisomii 21. chromosomu, 87 % pro
trisomii 18. chromosomu a 77 % pro trisomii 13. chromosomu (Taylor-Phillips et al.
2016). Abnormality tykajici se pohlavnich chromosomii maji nasledujici miry detekce:
monosomie X 89 %, 2 chromosomy Y, Klinefelteriv syndrom a 3 chromosomy X od 82 %

do 90 % (Mennuti et al. 2015).

1.1.3. Doporuéené postupy prenatilni diagnostiky v CR
Prenatalni diagnostiku mohou provadét pouze akreditované laboratofe pomoci
akreditovanych metod dle CSN EN ISO 15189 dle ustanoveni §28-29 zakona 373/2011 Sb.
v platném znéni. K prenatdlnimu vySetteni se pfistupuje tehdy, je-li pfitomna néjaka
indikace. Zakladnim vySetfenim je kombinovany test dvou biomarkeri PAPP-A a 3-hCG
v 10. — 12. tydnu spolecné s ultrazvukovym vySetfenim plodu v 11. — 13. tydnu.
Vysledkem tohoto testu je individudlni riziko trisomii chromosomt 13, 18 a 21. Pokud je
kombinované riziko n€které z trisomii vyssi nebo rovné 1/100 nebo je zjistén pozitivni
ultrazvukovy nalez, je indikovan invazivni odbér a ziskany material je pak podroben
kaskadovému genetickému vysetfeni. NIPT je indikovano pfi riziku pohybujicim se mezi
1/101 az 1/500 a pti negativnim ultrazvukovém nalezu. Pozitivni nalez NIPT musi byt dale
potvrzen pfimym vysSetfenim tkani plodu ziskanych invazivni metodou. Dale miize byt
NIPT indikovano podle vysledki prenatalniho integrovaného testu, sérum integrovaného
testu, piipadné i testu ve druhém trimestru pfi riziku v rozmezi 1/101 — 1/300 s negativnim
ultrazvukovym ndlezem. Tento postup je znazornén v Obrazku 1. (Spole¢nost 1ékatské

genetiky a genomiky 2018).
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Obrizek 1: Indikaéni schéma genetické prenatalni péée. Sipky znazorfiuji postup
jednotlivych kroka. Rizova pole ukazuji vypoctend rizika z predchéazejicich vysetieni. UZ
= ultrazvuk, NT = nuchalni translucence, CVS = odbér chorionovych klki, AMC =
Amniocentéza, NIPT = Neinvazivni prenatalni test, pievzato z (Spole¢nost 1¢kaiské
genetiky a genomiky 2018).

1.2.Aneuploidie
Aneuploidie je situace, pii niz ma jedinec jiny nez standardni pocet chromosomti.
Nejcastéjsimi odchylkami od standardniho poctu jsou monosomie, kdy ma jedinec pouze
jeden chromosom a trisomie, kdy méa naopak 3 homologni chromosomy (Dashe 2016).
U ¢lovéka je aneuploidie velice ¢astym jevem, oproti dalSim organismim. 10 — 30 % vSech
oplozenych lidskych vaji¢ek ma patologicky pocet chromosomii. Aneuploidie tak stoji za
ptiblizné tfetinou vSech potratl (Hassold a Hunt 2001). Pfiblizné 0,4 % porodi, at’ uz se
jedna o Ziv€ ¢i mrtve narozené, je postizeno chromosomalnimi aberacemi. V 50 % se jedna
o trisomii chromosomu 21, v 15 % o trisomii chromosomu 18 a v 5 % o trisomii
chromosomu 13. DalSich 12 % ptipada na aberace pohlavnich chromosomd, at’ jde
o karyotypy 45, X; 47, XXX; 47, XXY a 47, XYY. Zbylych 18 % zbyva na jiné aberace
jako jsou strukturni ptetavby, mosaicismy a polyploidie (Wellesley et al. 2012). Mnohem
vetsi spektrum aneuploidii mizeme nalézt u spontanné potracenych plodd. Aneuploidie je
pfitomna u ptiblizné 35 % plodl. U téchto plodi byly identifikovany trisomie skoro vSech
chromosomil. Nejcastejsi aneuploidii spontanné potracenych plodl je monosomie

chromosomu X, ktera je ptitomna v pfiblizné v 10 % piipadi. Mezi nejcastéjsi trisomie
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patii v této kategorii trisomie 16., 21. a 22. chromosomu (Hassold a Hunt 2001). Na
zaklad¢ zminénych incidenci aneuploidii se Hassold a Hunt domnivaji, ze ptiblizné 5 %
vsech lidskych poceti nese aneuploidii. Dale jesté upozoriuji, ze skutecna frekvence
aneuploidii mize byt vyssi, kvtli t¢hotenstvim, které zaniknou jiz béhem nékolika prvnich
tydnt. Priblizny odhad incidenci aneuploidii v téchto brzkych tydnech té¢hotenstvi mizeme
ziskat ze studii na lidskych preimplantacnich embryich. Ve studii Jamiesona a kol. se
ukazalo, ze 19,1 % vSech diploidnich embryi neslo aneuploidii (Jamieson et al. 1994). Jina
studie Jacobse analyzovala ptes 1000 oocytt ziskanych v centrech asistované reprodukce
a priblizné hodnota aneuploidii se pohybovala od 20 do 25 % (Jacobs 1992). Celkov¢ je

tedy dost mozné, ze incidence lidské aneuploidie se pohybuje v rozmezi 5 a 25 %.

1.2.1. Princip vzniku aneuploidii
Vznik aneuploidie je spjat s chybou meidzy. V pribéhu meidzy pii prvnim meiotickém
déleni segreguji homologni chromosomy. Béhem druhého déleni dochézi k oddéleni
sesterskych chromatid. Pokud tedy nastane n¢kde v téchto procesech chyba, mtze dojit
k chybné segregaci chromosomt, ktera bude mit za nasledek aneuploidii. Pfestoze je
zékladni schéma tohoto procesu stejné u obou pohlavi, tak u mei6zy nalezneme diilezité
pohlavné specifické rozdily. U muzi zacind meidza v puberté a vSechny dilezité zmény
jsou sekvencni a postupné se buiiky dostanou od profaze pres metafazi I do metafaze I bez
vyrazného zdrZeni. Zaroven kazda buiika, kterd vstoupi do meidzy vyprodukuje 4 spermie.
U Zen vSechny oocyty iniciuji meidzu jiz béhem fetalniho vyvoje. Poté co homologni
chromosomy podstoupi rekombinaci v profazi I. meiotického déleni se oocyty v déleni
zastavi az do doby pohlavni dosp€losti. Meioza pokracuje v momenté tésné pred ovulaci
a nésleduje dalsi zastaveni v metafazi meidzy II. V tomto stadiu zstava oocyt az do
oplozeni, béhem n¢hoz dokon¢i meidzu. Dal§im rozdilem je také vysledny produkt
meiodzy, kdy na rozdil od 4 spermii vznikne jen 1 funkéni vajicko a 2 az 3 polova téliska

(Hassold a Hunt 2001). Vyvoj pohlavnich bungk je znazornén v Obrazku 2.
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Obrazek 2: Schéma vyvoje pohlavnich bun¢k. V horni polovin¢ vidime vyvoj oocyti

a v dolni vyvoj spermii. Barevnym pozadim jsou odliSeny etapy vyvoje od vyvoje plodu po
narozeni, od narozeni po pubertu a od puberty dale do dospélosti. Vyvoj oocytii:

ve vajecniku plodu probiha kratka faze mitotické proliferace nasledovéana vstupem

do meiotické profaze. V tomto obdobi né¢kolik bun¢k spacha apoptozu a tim redukuje pocet
vyvijejicich se oocytl. Pfed narozenim vSechny oocyty zastavi své déleni a v dobé porodu
jsou jiz obklopeny somatickymi bunikami davajicimi vzniku primordialnimu folikulu.

Po puberté jsou jiz primordialni folikuly stimulovany, aby vytvoftily oocyt, ktery je kazdy
meésic ovulovan. Nekolik oocytli miize beéhem této faze odumtit. Tento proces pokracuje,
dokud neni vycCerpana zasoba oocyti nebo nenastoupi menopauza. Vyvej spermii:

ve varlatech plodu probihd kratka faze mitotické proliferace nasledovana mitotickym
zastavenim. Po narozeni obnovi buiiky svoji mitotickou proliferaci. S nastupem pohlavni
dospélosti zac¢ina meiotické déleni bun¢k. Spermatogonie se déli mitoticky a pouze jejich
dcefiné bunky vstupuji do meidzy. Spermatogeneze probihat po zbytek Zivota muze.
Béhem meiotického déleni jsou spermatocyty spojeny cytoplasmatickymi mosty.

V procesu spermiogenze jsou tyto mosty ztraceny a déle je sbalen chromatin, redukovano
mnozstvi cytoplasmy a zahajen vyvoj bi¢iku. Upraveno podle (Hassold a Hunt 2001)
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1.2.2. Aneuploidie oocytii
Aneuploidie oocytil je pomérné ¢astym jevem. S aneuploidii oocytl se setkdme piiblizné
v 15-25 % u Zen ve véku 30-33 let. U Zen pies 40 let je tento pomér znacné vysoky
presahujici 50 %. Je zde tedy mozné sledovat trend piimé uméry véku a procenta
aneuploidii oocytli (Webster a Schuh 2017). Aneuploidie oocytti miize vznikat dvéma
zpusoby. Prvnim zplsobem je nondisjunkce, kdy nedojde k oddéleni homologniho
chromosomu ¢i sesterské chromatidy. Druhym zptisobem je ptedcasny rozchod sesterskych
chromatid, béhem néhoz se sesterské chromatidy odd¢li jedna od druhé, aby nezavisle
segregovaly béhem anafaze I (Webster a Schuh 2017). Cetnosti chyb segregace pro meiézu
I a meidzu II jsou si podobné, ale nékdy se ukazuje, Ze pro meidzu II jsou hodnoty vyssi.
Vysvétlenim tohoto jevu mlze byt fakt, ze chyby vzniklé béhem prvni meidzy se projevi
az v meidze druhé. DalSim zajimavym poznatkem je, ze piedc¢asny rozchod sesterskych
chromatid béhem prvni meidzy miize byt jesté napraven balancujici chybou v meidze
druhé. Pokud maji prvni 1 druhd polarni téliska reciproké chyby, tak vysledny oocyt ma
spravny pocet chromosomti (Handyside et al. 2012). Genomova analyza polarnich télisek
navic odhalila dalsi alternativni zplisob segregace oznacovany jako reverzni segregace.
Béhem reverzni segregace dojde k oddéleni sesterskych chromatid v meidze I. I po meidze
I zGistanou rozpojeny, a to mize zptisobit problémy béhem metafaze II pfi pripojovani
k délicimu vieténku. Zajimavosti reverzni segregace je, ze ve vysledku je zachovan
spravny pocet chromosomt a chromatidové pary maji riizny rodi¢ovsky ptivod a jsou
heterozygotni ve svych centromerach. Ve studii, ktera tento jev zkoumala, mély vSechny
darkyné, ve véku 33 az 41 let, minimalné jeden oocyt , ktery podstoupil reverzni segregaci
(Ottolini et al. 2015). Na druhou stranu v jiné studii, kde byly zkoumany oocyty mladsich
darkyn ve véku od 25 do 35 let, nebyly nalezeny Zadné oocyty s reverzni segregaci (Hou et

al. 2013).

1.2.2.1. Na véku zavislé pri¢iny aneuploidie
VEk je jednim z faktorii majicich vliv na kvalitu oocytll Zeny a tim padem i na schopnost
uspésné otchotnét a porodit. Mnohé studie potvrdily, Ze incidence aneuploidie je vyssi
u starSich Zen, jak se miizeme presv&dcit na Obrazku 3. U zen starSich 43 let je idajné jiz
60 % oocytl postizeno aneuploidii (Kuliev et al. 2011). Jako jednou z pti¢in vzniku
aneuploidie, jeZ se ve vyS$im véku zeny objevuji Castéji, jsou strukturni defekty bivalenti.

Integrita bivalent je diilezitym faktorem pro uspé$nou segregaci chromosomu. Pokud
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dojde k velkému oddaleni sesterskych kinetochorti, miize dojit ke konfliktnimu a ¢asto

1 nespravnému piipojeni kinetochorii k meiotickému delicimu vieténku (Patel et al. 2015).
Pred¢asny rozchod chromatid, jez vede ke vzniku aneuploidii, mize byt podpofen ¢innosti
anafazi podporujiciho komplexu s navazanym cyklinem (APC/C), ktery degraduje protein
sekurin. Role sekurinu je chranit pred degradaci kohezin. Naopak protein, ktery podporuje
degradaci kohezinu je separin. Tyto proteiny nepfimo ovladaji miru koheze chromatid
skrze koncentraci kohezinu (Nabti et al. 2017). Pro meiozu specifické kohezinové
komplexy hraji kli€ovou roli v udrZzovani spojeni mezi sesterskymi chromatidami,
meiotické rekombinaci a kohezi centromer (Ishiguro 2019). Pokles hladiny kohezinu tak
vede k oddaleni chromatid ¢i chromosomu. Pro aktivaci APC/C je jesté dulezité umlceni
proteint kontrolniho bodu sestrojeni déliciho vieténka (SAC), které nastane pti spravném
navazani chromosomu v metafazi. Pfi nedostatku proteinti SAC mize tak dojit k aktivaci

APC/C bez spravného navazani chromosomt (Nabti et al. 2017).
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Obrazek 3: Graf ukazujici riist vyskytu nejcastéjSich trisomii s ohledem na vék matky
v dobé& porodu. Upraveno podle (Dashe 2016).

Dalsi ptic¢ina aneuploidie, jejiz pravdépodobnost stoupa s v€kem, je ¢astéjsi rozdelent
bivalentli do jednotlivych chromosomu. Takto oddélené chromosomy miiZeme nazyvat
univalenty. Par univalentl je schopen segregovat nekoordinované a tim pfispét ke vzniku
aneuploidie (Sakakibara et al. 2015). V lidskych oocytech s nartstajicim vékem zeny klesa

mira koheze sesterskych chromatid. Diky tomu se mohou kinetochory oddalit aZ na
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vzdalenost 2 um, coz mize vést k naruseni funk¢nosti a naslednému ptipojeni k délicimu
vieténku. Oocyty s oddélenymi kinetochory maji tendenci vytvaiet vice merotelickych
ptipojeni k mikrotubuliim déliciho vieténka (Zielinska et al. 2015). Pokud dojde

k extrémnimu oddaleni sesterskych kinetochori, za¢nou bivalenty vytvaret
nepravdépodobna spojeni s délicim vieténkem. Pro tyto bivalenty se pfijalo oznaceni
invertované bivalenty. Invertované bivalenty jsou otoc¢eny k ose déliciho vieténka, takze
sesterské chromatidy homolognich chromosomt jsou Spatné orientovany a vazi
mikrotubuly z protéjSich pola délicich vietének misto, aby obé smétovaly k polu jednomu

(Zielinska et al. 2015).

Déle se také mtizeme setkat s jevem, kdy jeden par sesterskych chromatid je navazan

ve spravné orientaci, ale druhy par nikoliv. Tento jev je nazyvan jako napul invertované
bivalenty. Vyskyt plné€ invertovanych bivalentii mlize vést k reverzni segregaci. Dale se
také mohou otacet okolo své osy, kviili rotaci homolognich chromosomii a tim vytvaret
dalsi tlak na jiz oslabenou kohezi (Zielinska et al. 2015). Na veéku zavisly pokles koheze
nemusime pozorovat jen v okoli kinetochorii. Podobné jako kinetochory je ovlivnéno

1 spojeni mezi homolognimi chromosomy, které jsou v oocytech starSich zen Castéji

v ramci bivalentu oddéleny velkymi mezerami, coz miize vést k predCasnému rozdéleni na
dva univalenty jesté pied anafazi I (Sakakibara et al. 2015). S univalenty se setkame

v piiblizné v 40 % oocytl u Zen starSich 35 let. Na druhou stranu u Zen ve v€kovém
rozmezi mezi 30 a 35 lety najdeme univalenty pouze v 10 % oocytd (Zielinska et al. 2015).
Univalenty se mohou také pfipojit k prvnimu meiotickému délicimu vieténku tak, ze
sesterské kinetochory smétuji k rozdilnym polam déliciho vieténka (Sakakibara et al.
2015). Vysledkem tohoto napojeni miize byt reverzni segregace, kdy mame spravny pocet
chromosomil v oocytu i polarnim télisku, ale s rozdilnym rodi€ovskym plivodem (Ottolini
et al. 2015). Takto rozdélené sesterské chromatidy se ale nemohou spravné napojit

k délicimu vieténku béhem metafaze 11 (Webster a Schuh 2017). Pfesny molekuldrni
mechanismus, ktery stoji u lidi za touto v€kovou zavislosti, neni zatim zndm. U mysi se ale
ukazuje, ze hlavnim diivodem na véku zévislé aneuploidie je ubytek kohezinu (Hodges et
al. 2005).Dilezitou komponentou pro meidzu oocytl je kleisinova podjednotka
rekombinacniho proteinu (Rec8), kterd je s koheziny Smc3/Smcla a Sme3/Smclf soucasti
komplexu zajist'ujici kohezi. Kohezinové komplexy spole¢né s Rec8 jsou v mysich

oocytech pfitomny jiz béhem replikace DNA v brzkych stadiich meidzy. Tyto komplexy
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jsou pak doplnény pouze po oplozeni (Burkhardt et al. 2016). Vzhledem k tomuto faktu
musi zustat po celou dobu meiotického arestu na mist¢. Hladina Rec8 se ale u starSich mysi
postupné snizovala. Pokud hladina Rec8 klesla tak, Ze jiz nebylo mozno Rec8 detekovat
mikroskopicky, doslo k velkému nartstu segregacnich chyb v oocytech (Chiang et al.
2010). Podobny pokles koncentrace byl pozorovan i u pericentromerického proteinu
shugoshinu 2 (Sgo2) (Lister et al. 2010). Kviili tomu bychom se mohli domnivat, ze
proximalni koheziny nejsou chranéné pted $tépenim separasou béhem meidzy I (Yun et al.
2014). Tyto poznatky z mySich modeld by mohly byt dobrym voditkem pro nalezeni

podobnych procest u ¢loveéka.

Vzhledem k velkému mnozstvi dynamickych udélosti, které probihaji béhem ristu oocytu
a jeho meiodzy je zde potfeba dostatek energie. Hlavnim zdrojem energie v bunice je
molekula adenosintrifosfatu (ATP) vyrabénd v mitochondriich, proto je dulezité, aby bylo
téchto molekul v bunice dostatek. Problém miiZe nastat ve starSich oocytech, u kterych se
ukazalo, ze mitochondrialni membranovy potencidl se zvySujicim vékem znacné klesa, coz
muze vést k nizsi produkci ATP (Wilding et al. 2001). Dusledky tohoto jevu nekonci

u oocytu, vzhledem k tomu, Ze mitochondrie oocytu jsou hlavnim ptivodcem mitochondrii
embrya, mize snizend mitochondridlni produkce ATP negativné ovlivnit vyvoj embrya
(Barbehenn et al. 1974). Pii porovnani mladSich a starSich oocytii se ukazalo, ze starsi
oocyty maji snizeny pocet, jak mitochondrii, tak pocet kopii mitochondrialni DNA oproti
mladSim oocytliim (Babayev et al. 2016). Nizsi pocet kopii mitochondridlni DNA ovliviiuje
1 uspesnost oplozeni. Oocyty s niz§Sim poctem kopii maji mensi Sanci na oplozeni (Reynier

etal. 2001).

Nedavné objevy ukdzaly i1 na souvislost stravy a chovani chromosom v meidze. U mysi

s vysokym piijmem tukili v potravé se zvysila frekvence vzniku univalentli v meidze I

a predcasné segregace sesterskych chromatid v meioze I (Yun et al. 2019). Tento nalez
naznacuje, Ze u mysi s vysokym piijmem tuku v potravé se zrychluje tibytek kohezinu (Ma
et al. 2020). I vyskyt metabolickych chorob napt. diabetu miZe indukovat aneuploidii, ale

1 narusSovat funkci mitochondrii (Wang et al. 2009).

Dalsi faktor, ktery by mohl hrét roli pfi vzniku aneuploidie, je acetylace proteinii. BEhem
studie na mySich oocytech, které byly vystaveny deacetyla¢nimu inhibitoru trichostatinu A,
se objevil zvySeny vyskyt oocytl s aberantni chromosomalni pfestavbou a zygot

s aneuploidiemi. Star$i my$i oocyty ukazuji vy$si miru acetylovanych histonti, coZ mize
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byt kli¢ovou spojitosti mezi acetylaci a starnutim oocyti (Akiyama et al. 2006). DalSimi
dikazy o vlivu acetylace proteind na aneuploidii oocytii jsou nasledujici poznatky.
Koncentrace nikotinamid adenin dinuklotid-dependentni proteinové deacetylazy (SIRT1)
a histonové deacetylazy 3 (HDAC3) je vyrazn¢ snizena u starSich mysich oocyt

v porovnani s mladsimi (Di Emidio et al. 2014; He et al. 2019). Pokud by aktivita SIRT1
byla obnovena jeho aktivatorem nebo kompenzovana jeho zvysenou expresi v jiz
dospélych a starych oocytech, vékem zplisobené defekty déliciho vieténka by mohly byt
opraveny (Wu et al. 2019). Dale také vyfazeni proteinové deacetylazy SIRT2 vede ke
zvyseni vyskytu aneuploidie u oocytd. (Zhang et al. 2014). DalSimi proteiny, u nichz byla
nalezena korelace s materndlnim vékem jsou protein 1 spjaty s pu¢enim neinhibovanym
benzimidazolem (BUBR1) a tubulin. Pi zvySené expresi jejich neacetylovatelné varianty
dochazelo k ¢astecnym obnovam meiotickych defekti u starSich oocyti (Qiu et al. 2018;
He et al. 2019). Tyto poznatky nasvédcuji, Ze proteinova deacetylace béhem maturace
oocytl je klicova v udrzovani chromosomové stability a snizeni aktivity deacetyldz ve

starych oocytech mize byt jedna z pfi¢in aneuploidie oocyt (Ma et al. 2020).

Dlouhodoby arrest oocytt je spjat s vysSim rizikem nahromadéni poskozeni DNA. Existuji
dukazy, které poukazuji na zna¢ny nartist de novo mutaci u pohlavnich bun¢k starsich zen
(Wong et al. 2016). Divodem vzniku téchto mutaci mohou byt dvoutetézcoveé zlomy
DNA, které mizeme nalézt v plné narostlych oocytech (Goldmann et al. 2021). Stale nam
ale chybi ptimé dliikazy o vlivu dvouietézcovych zloml na chybnou segregaci
chromosomil béhem meiozy (Ma et al. 2020). Exogenni dvoufetézcové zlomy jsou
schopné u pln¢ vyvinutych oocytii indukovat aneuploidizaci. Zaroven starsi oocyty snaseji
tyto zlomy hiife a maji Castéji Spatné ptifazené chromosomy. Oocyty jsou 1 schopny se se
zlomem vypotadat a pokracovat do meidzy II a podstoupit oplodnéni (Marangos et al.
2015). Otazkou stale ziistava, jestli endogenni zlomy nahromadéné v oocytech mohou
ptispivat k vy$§imu riziku aneuploidizace oocytli (Ma et al. 2020). Dale jsou zde podklady
indikujici, Ze délka telomer je nizsi u oocytli a embryi s aneuploidiemi (Treff et al. 2011).
Telomery jsou samoziejmé kratsi u starSich oocytl (Ge et al. 2019). Zajimavym
poznatkem je, Ze délka telomer u vyvinutych oocyti je krat§i nez u oocyti rostoucich
(Turner a Hartshorne 2013). Jaka je ale role telomer v nasledné meidze a jak jsou telomery

v oocytech zkracovany je teprve potieba zjistit (Ma et al. 2020). PoSkozeni DNA také
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muze snizit produkci proteinu sekurinu v somatickych bunikach, ktery chrani kohezin pted

degradaci (Hernandez et al. 2008).

1.2.2.2. Na véku nezavislé pri¢iny aneuploidie
S aneuploidii se miizeme setkat i u oocyt Zen mladsich 35 let. Néktera vajicka darovana
do center asistované reprodukce vykazuji aneuploidie a pochazi od zen mladsich 35 let,
zaroven se témto zenam mohu narodit i jedinci s Downovym syndromem (Webster a
Schuh 2017). Abychom dosahli spravné segregace chromosomii je potieba, aby kazdy par
sesterskych kinetochorli v bivalentu v meioze I byl pfipojen ke stejnému polu déliciho
vieténka, kdezto homologni chromatidy v meioze Il musi byt pfipojeny k opacnym pdolam
déliciho vieténka (Kitajima et al. 2011). Pokud se nékteré kinetochory neptipoji k délicimu
vieténku, tak je déleni zastaveno v kontrolnim bodé€ formovani déliciho vieténka. Tato
kontrola zaji$t'uje, aby byly napojeny vSechny kinetochory k mikrotubuliim vieténka a az
poté se postoupilo do anafaze (Musacchio 2015). Nicméné je mozné, aby buiika
pokracovala dale do anafaze, prestoze nejsou vSechny kinetochory spravné napojeny
(Touati a Wassmann 2016). Diivodem této tolerance muze byt zvysSena aktivita cyklin
dependentni kinazy 1 (CDK1) v komplexu s cyklinem B, ktery tak stabilizuje
mikrotubulové pfipojeni a tim deaktivuje pozastaveni kontrolniho bodu (Davydenko et al.
2013). Dalsi pticinou aneuploidii miize byt doasné vytvareni multipoldrnich intermediatt
déliciho vieténka, jejichz vyskyt koreluje s Cetnosti segregacnich chyb. V lidskych
oocytech chybi mikrotubuly organizujici centra, a proto mikrotubuly nukleuji od
chromosomu ¢i kinetochoru a nasledné vytvari délici vieténko. Vieténka jsou ale Casto
nestabilni a maji tendenci se rozdélovat na nékolik poli. Tyto doCasna multipolarni stadia
podporuji vznik merotelického spojeni, které nastane, pokud je kinetochor napojen na
n¢kolik pola déliciho vieténka. Merotelické chromosomy jsou Castym jevem a mohou
vznikat béhem reorganizace prechodnych multipoldrnich vietének (Holubcova et al. 2015).
Merotelické piipojeni miiZze byt i upfednostiiovano specidlnim uspofadanim sesterskych
kinetochort lidskych oocytt, které jsou ¢asto od sebe vzdaleny i v oocytech mladych Zen
(Sakakibara et al. 2015; Zielinska et al. 2015). Oddélené kinetochory pravdépodobné
zvySuji Sanci abnormalniho pfipojeni mikrotubuld. BéZné v bivalentu vytvari par
kinetochort jedno spojeni s mikrotubuly, pokud ale dojde k oddaleni kinetochort jsou tyto
pary rozdé¢leny a kinetochory se za¢nou chovat jako samostané jednotky. Pro spravné

napojeni takto oddalenych kinetochort k délicimu vieténku je potfeba rozsahla oprava
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chyb a reorganizace déliciho vieténka (Webster a Schuh 2017). V neposledni fadé ma na
aneuploidie vliv umisténi crossing-overt. Jejich nevhodné umisténi ma za nasledek
oslabeni asociaci mezi chromosomy v bivalentu, coz je déla nachylné k chybam segregace
(Hunter 2015). Umisténi mist crossing-overu se lisi jak mezi druhy, tak i mezi pohlavimi.
Zenské chromosomy maji vétsi pocet téchto mist oproti chromosomtéim muzskym (Gruhn
et al. 2016). Pokud se mista crossing-overu nachazeji pobliz telomer, kvli snizenému
mnozstvi kohesinu se mohou spojit homologni chromosomy. Zatimco pokud se mista
crossing-overu nachédzeji v centromerach, tak mohou kompenzovat kohezi sesterskych
chromatid nebo zabranit odstranéni kohezinu, coz zpisobuje non-disjunkci (Oliver et al.
2012). Pokud se dvé mista crossing-overu nachéazeji blizko sebe, snizuji tak kohezi
homolognich chromosomtl. Zaroven nékteré studie ukazuji, ze vzajemné branéni crossing-
overti mélo za nasledek vétsi vzdalenost mezi misty crossing-overu, nez bylo ocekavano
nahodné (Gruhn et al. 2016). Dalsi faktory, které maji vliv na vznik aneuploidii jsou
ionizacni zafeni, zvySena hladina homocysteinu a obezita (Ma et al. 2020). Ptehled pficin

vzniku aneuploidii je zndzornén v Obrazku 4.
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Obrizek 4: Piehled pii¢in vznikil aneuploidii. Sipky znazoriiuji vliv daného faktoru. DNA
= deoxyribonukleotidova kyselina, PTTG1 = sekurin, BUBR1 = protein 1 spjaty s pu¢enim
neinhibivanym benzimidazolem, SAC = kontrolni bod sestrojeni déliciho vieténka, APC/C
= anafazi podporujici komplex s navdzanym cyklinem, SIRT = nikotinamid adenin
dinukleotid-dependentni deacetyléza sirtuin, HDAC = histonové deacetyldza, ROS =
kyslikové radikaly .Vytvoreno v BioRender.com a upraveno podle (Ma et al. 2020).
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1.2.3. Aneuploidie spermii
Na aneuploidii embrya se mohou samoziejmé podilet i muzské pohlavni buiiky — spermie.
Zdravi plodni muzi s parametry spermatu odpovidajicim referenénim standardm
stanovenych Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) maji piiblizn€ 3-5 % spermii
vykazujici aneuploidii (Lu et al. 2012). Muzsti nositelé strukturnich chromosomovych
prestaveb a aneuploidii pohlavnich chromosomi maji zvysené riziko produkce aneuploidni
spermie. Mezi dalsi skupiny muzii, kteti maji vyssi incidence aneuploidnich spermii patii:
neplodni muzi (majici oligozoospermie, neobstruktivni azoospermie a teratozoospermie) se
zdravym karyotypem; muzi z part, ve kterych opakované dochazelo k selhani oplozeni;
muZi z part, u kterych bylo pfedchozi t€hotenstvi aneuploidni; muzi podstupujici
chemoterapeutickou nebo radioterapeutickou 1é¢bu (Rodrigo et al. 2019). MnozZstvi
aneuploidnich spermii je pfimo imérné riziku potratu a nepfimo imérné Sanci na Uspésné
poceti (Rodrigo 2020). Pii porovnani muzli s normalnimi hladinami aneuploidnich spermii
s muzi se zvySenou hladinou se ukéazalo, ze ob¢ skupiny maji podobné Sance na uspéSnou
reprodukci. Nicméné pii reprodukci muzi s vysSim poctem aneuploidnich spermii byla
mayji 2,6 krat snizenou Sanci pro dosazeni té¢hotenstvi, 0,4 krat zvySenou Sanci
samovolného potratu a 3,7 krat snizenou Sanci pro narozeni zivého ditéte (Rodrigo et al.
2019). Zaroven zalezi i na typu abnormality danych spermii. Spermie s aneuploidii
pohlavniho chromosomu jsou ¢astéji asociovany s aneuploidiemi embrya, které jsou
kompatibilni se zivotem, kdeZto diploidni spermie jsou asociovany s vys$im rizikem

vzniku triploidniho embrya, které je vétSinou potraceno (Rodrigo et al. 2010).

1.2.3.1. Priciny vzniku aneuploidie spermii
Mezi udalosti, které ptispivaji vzniku aneuploidii u spermii, patii poruchy
chromosomového parovani, rekombinaéni chyby a defekty ptipadného meiotického
kontrolniho bodu zabranujici aneuploidnim spermiim dokoncit meidzu. Podkladem pro
posledni poznatek byla studie sledujici frekvenci aneuploidnich spermii u pacienti
s karyotypy 47, XXY a 47, XYY. Oc¢ekavana hladina aneuploidnich spermii se pohybovala
okolo 50 %, ale vysledné hodnoty se pohybovaly od 1 % k 25 % se souasnym sniZenim
poctu spermii (Harton a Tempest 2012). Tento poznatek nasvédcuje o vyskytu
mechanismu, ktery ma vysokou miru tolerance, ale snizuje vyskyt spermii s aneuploidiemi

a pfispiva tak k snizeni k celkovému poctu spermii (Ioannou et al. 2018).
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Dalsi faktor, ktery by mohl mit vliv na vyskyt aneuploidie spermii je integrita DNA.
Rodrigo shrnul vysledky z nékolika studii, které porovnavaly miru fragmentace DNA

s frekvenci vyskytu aneuploidnich spermii. U studii zabyvajicich se porovnanim tohoto
vztahu na celém vzorku spermatu se u 2 studii prokazal zfejmy vztah mezi t¢mito dvéma
parametry, dalsi 2 studie zddny vztah mezi sledovanymi parametry nepotvrdily. Jiné 2
studie zase sledovaly DNA fragmentaci u nositelli translokaci a inverzi, kde mira
fragmentace byla skutec¢né vétsi u nositelli téchto prestaveb, ale nebyl pozorovan zadny
narust vyskytu nebalancovanych ptestaveb u gamet. Studie, které se zabyvaly jednotlivymi
spermiemi ukazaly, Ze velka Cast aneuploidnich spermatozoi ma vysoky pomér

fragmentované DNA (Rodrigo 2020).

1.2.4. Klinické projevy aneuploidie
Disledky abnormalniho karyotypu embrya se mohou projevit jiz béhem téhotenstvi a vést
tak k potratu. Aneuploidie spolecné s polyploidii jsou nejcastéjsi pfi¢inou potratti. 96 %
spontannich abortli v prvnim trimestru je zptusobeno praveé aneuploidiemi a polyploidiemi.
Aneuploidie chromosomil X, Y, 13, 16, 18, 21 a 22 jsou nejfrekventovanéjSimi
aneuploidiemi nalezenymi u vzorktl choriovych klkii odebranych u spontannich abortt, jak
je mozno posoudit dle Tabulky 1(Jia et al. 2015).

Tabulka 1: Cetnost vyskytu chromosomalnich aberaci u spontannich potrati. Upraveno
odle (Jia et al. 2015)

Abnormality Pocet ptipadt

Aneuploidie 310
Monosomie X 57
Monosomie 21 3
Monosomie 22 1
Trisomie 16 121
Trisomie 21 23
Trisomiel3 18
Trisomie 18 11
Trisomie 22 56
XXY 2
Trisomie X 2
Aneuploidie vice neZ 1 chromosomu 16

Polyploidie 58
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Zavaznost klinickych projevil u autosomalni aneuploidie koreluje s genovou bohatosti
postizenych chromosomi. Proto jsou aneuploidie chromosomtl, které jsou chudsi na geny
Casto spojené s mirn€jsimi klinickymi projevy a byvaji i slucitelné se zivotem (Kuhn et al.
1987). Projevy aneuploidii téchto chromosomtl u narozenych pacientti jsou
charakterizovany jako nize popsané syndromy. Existuji i ptipady, kdy jedinci s bézné
letalnimi trisomiemi ¢i monosomiemi jsou schopni se dozit porodu. Vétsina téchto
pacientii ma ¢aste¢nou mosaikovou formu téchto aneuploidii a tim je zmirnéna zavaznost
projevt (Shaw et al. 2020). V Obrazku 5 mizeme sledovat vzacné trisomie autosomt

odhalené za pomoci neinvazivniho prenatalniho testovani.
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Obrazek 5: Graf prevalence vzacnych chromosomalnich trisomii identifikovanych

v riiznych studiich. Nad jednotlivymi sloupci je uveden celkovy pocet identifikovanych
trisomii daného chromosomu. Celkem bylo vySetieno 157 159 pacientli. Upraveno podle
(Shaw et al. 2020).

1.2.4.1. Trisomie 21. chromosomu
Trisomie 21. chromosomu (T21)byla prvni popsanou chromosomovou abnormalitou u
¢loveka (Lejeune et al. 1959). Fenotyp byl popsan Johnem Langdonem Downem jiZz roku
1866 a do dnesnich dni je tato choroba oznacovana jako Downtliv syndrom (Langdon H.

Down 1866). Obecna incidence syndromu je piiblizn¢ 1 na 700 narozenych. Pomér
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pacientii s Downovym syndromem je 1,2 muzli na 1 Zenu. Pfi¢inou Downova syndromu je
z 95 % trisomie chromosomu 21 a z 5 % Robertsonovské translokace a mosaicismus
(Gersen a Keagle 2013). Mezi ptiznaky Downova syndromu se fadi mentalni retardace,
maly vzrist a hypotonie. Pacienti s Downovym syndromem maji dale tyto specifické
kraniofacidlni znaky: vzhiiru zeSikmené o¢ni $térbiny, epikantus, plochy kotfen nosu, mala
usta, tlusté rty, velky jazyk, ploché zahlavi a malé a pokroucené usi. Dalsi priznaky typické
pro Downiiv syndrom nalezneme na koncetinach. Jedné se o jednu palmarni ryhu,
oddaleny palce u nohy, celkové malé ruce a nohy, klinodaktylii a brachydaktylii. Pacienti
také trpi Castymi kardiovaskuldrnimi anomaliemi srdce a maji zvySené riziko leukémie.
Jedinci s mozaikovou formou Downova syndromu maji mirnéjsi projevy onemocnéni

(Jones et al. 2013; Gersen a Keagle 2013).

1.2.4.2. Trisomie 18. chromosomu
Trisomie chromosomu 18 byla poprvé popsana skupinou lékatre Johna Hiltona Edwardse
v roce 1960 a syndrom, jez je s touto trisomii spjat, je proto pojmenovan jako Edwardstav
syndrom (Edwards et al. 1960). Incidence se pohybuje mezi 6 000 az 8 000 narozenymi na
1 pacienta. Castéji byvaji postizeny Zeny oproti muziim. Pomér muzskych a Zenskych
pacientl je 1:3-4 (Gersen a Keagle 2013). Mezi symptomy patii mentalni a rtistova
retardace, nejprve snizeny a nasledné zvyseny svalovy tonus. Kraniofacialné se syndrom
projevuje vyc¢nivajicim zédhlavim, uzkym cCelem, kratkymi o¢nimi Stérbinami, malymi usty,
uzkym patrem, nizko posazenyma a malformovanyma usima a mikrognacii. Na
koncetindch miizeme pozorovat seviené pésti s prekryvajicimi se prsty, hypoplastické
nehty, kolibkovity tvar nohou s kratkymi palci. Dal§imi projevy jsou Casté anomalie
kardiovaskularni soustavy, kyly, malé panev a hrudni kost. Klinické projevy jsou natolik
zavazné, ze median doZiti je 5 dni a méné nez 10 % pacientl se doZije 1 roku Zivota.
Pacienti s mosaikovou formou maji mnohem lepsi progndzu a jsou i evidovany piipady

s normalni mirou inteligence a mirou doZiti (Gersen a Keagle 2013; Rosa et al. 2013).

1.2.4.3. Trisomie 13. chromosomu
Trisomii chromosomu 13 poprvé popsala skupina genetika Klause Pataua (Patau et al.
1960). Incidence je 1 na 12 000 narozenych. Pomér pacientt dle pohlavi je lehce ve
prospech zen. Do projevli Patauva syndromu fadime vady holoprosencefalického spektra,
mentalni a ristovou retardaci. Mezi kraniofacialni znaky patii: mikrocefalie, nadmérné

fontanely, hemangiomy na Cele, mikroftalmie, kyklopie, vady vlast a rozs§tépové vady rtu
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a patra. Na koncetinach miizeme nalézt polydaktylii a ohnuté prsty. DalSimi projevy jsou
anomalie kardiovaskularni soustavy a polycystické ledviny. Median doziti se pohybuje
mezi 2,5 dne a 7 dny. Pil roku se ptitom dozije 5 % jedinct. Podobné jako u predchozich
syndromi se mosaikové varianty projevuji mirnéji (Gersen a Keagle 2013; Williams

a Brady 2022).

1.2.4.4. Aneuploidie pohlavnich chromosomu
Abnormalni pocty pohlavnich chromosomil jsou jednou z nejbéznéjSich chromosomalnich
aneuploidii, se kterou se setkame v piiblizné v 1 z 500 ptipadl ziveé narozenych. Toto

Mrwe

od aneuploidii autosomalnich a jsou tak vice slucitelné se zivotem.

Turnertiv syndrom byl poprvé popsan endokrinologem Henry Turnerem roku 1938 (Turner
1938). Poté o necelych 20 let pozdéji bylo odhaleno, Ze ptic¢inou syndromu je monosomie
chromosomu X u Zen (Ford et al. 1959). Incidence se udava 1:2 000 (Gravholt et al. 2019).
Postizené jsou pouze zeny. Do projevii Turnerova syndromu fadime nizsi porodni
hmotnost (pramér 2800 g), s tim, ze ptiblizné polovina pacientli vykazuje normalni
fenotyp. Obecné dosahuji jedinci mensiho vzristu, maji vétSinou primeérnou inteligenci se
zvySenym rizikem poruch uceni. V novorozeneckém véku jsou Casto divky
diagnostikovany na zdklad¢ charakteristického vzhledu. Mezi tyto charakteristické projevy
patii pterygium colli a edémy hornich a dolnich koncetin. Dale miizeme pozorovat Casté
vady srdce a cév, poruchy lymfatického systému, nevyvinuté vajecniky a neplodnost. Bez

hormonalni 1éCby je tak Casta absence sekundarnich pohlavnich znakti (Gersen a Keagle

2013).

Trisomie chromosomu X byla poprvé pospdna roku 1959 a jedna se o nejcastéjsi
aneuploidii pohlavnich chromosomil tykajici se pfiblizn€ 1 z 1000 narozenych zen (Jacobs
et al. 1959; Gersen a Keagle 2013). S touto aneuploidii neni asociovan Zadny syndrom

a klinické projevy byvaji mirné &i zadné. Zeny s timto karyotypem mivaji vyssi vzrist

s prumérnou vyskou 172 cm. Malé procento Zen trpi ovarialni dysfunkci. Pouze asi u 10 %
z celkového odhadovaného poctu Zen s trisomii chromosomu X je aneuploidie

diagnostikovéna (Tartaglia et al. 2010; Gersen a Keagle 2013).

Trisomie pohlavnich chromosomt 47,XXY, ktera je pric¢inou Klinefelterova syndromu, se

tyka ptiblizné 1 z 500 — 1 000 narozenych muzi. Syndrom je €asto rozpoznan az
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v dospélosti a je tak diagnostikovan pozdéji (Los a Ford 2022). Jedna se nejbézné;jsi
pti¢inu hypogonadismu a neplodnosti muzii. Projevuje se nadprimérnym vzristem
postavy, vétsi délkou koncetin. Mezi dalsi projevy patii zminény hypogonadismu a je

1 Castd gynekomastie. Takto postizeni muzi byvaji neplodni a maji absenci spermiogeneze.
Vyznacuji se podprimérnou inteligenci a mohu je postihovat poruchy uceni a opozdény

vyvoj teci (Gersen a Keagle 2013; Los a Ford 2022).

Dalsi z trisomii pohlavnich chromosomti 47, XYY muizeme najit u priblizn¢ 1 z 800-1000
muzt. Tento genotyp se neprojevuje zadnymi zavaznymi malformacemi a ¢asto se na n¢j
nepiijde, zachyceno je tdajné jen 12 % ptipadd. Nositelé jsou vétsSinou nadprimeérného
vzrastu s normalni inteligenci a Cast&j$im vyskytem poruch uceni. Ve valné vétsiné

piipadil je zachovana plodnost (Gersen a Keagle 2013).

1.3.Digitalni PCR

1.3.1. Historie a vyvoj digitalni polymerazové retézové reakce
Zékladnim kamenem pro dPCR se stala metoda limitniho roziedéni. Principem této metody
je rozdéleni sledovaného roztoku do malych kompartmentt tak, aby se v daném
kompartmentu vyskytovala jedna nebo zadna molekula zajmu (McCrady 1915). V roce
1986 ptisel Mullis a kol. s prvni PCR reakci, kterd umoznovala exponencialni namnozeni
konkrétni sekvence DNA urcené dvéma primery (Mullis et al. 1986). Zna¢nou nevyhodou,
ale bylo, ze pti kazdém denatura¢nim kroku doslo 1 ke zniCeni polymeréazy. Tento problém
vyftesilo vyuziti termostabilni polymerdzy z bakterie Themophilus aquaticus, jez byla
schopna vydrzet teplotu 94 °C bez zniceni (Saiki et al. 1988). Tento krok umoznil
automatizaci a vznik prvnich PCR cykleri (Bartlett a Stirling 2003). Produktem PCR
reakce byly amplifikované useky DNA, které mohly byt po konci PCR analyzovany
pomoci riiznych metod naptiklad metodou Southern Blot (Schiffman et al. 1991). Poprvé
v roce 1990 byla metoda limitni diluce spojena s PCR. Timto zplisobem byl uréen pocet
provirovych molekul viru HIV a o rok pozdégji kvantifikovany leukemické buiiky pii akutni
lymfoblastické leukémii (Simmonds et al. 1990; Brisco et al. 1991). Prvni pouziti této
metodiky pro kvantifikaci cilovych molekul DNA nastalo v roce 1992, kdy Sykes a kol.
urcili mnozstvi DNA genu kédujici téZky fetézec imunoglobulinu u leukemickych klont
(Sykes et al. 1992). V roce 1993 ptichazi dalsi vyznamny objev v oblasti PCR a to
vynalezeni metody pifimého sledovani priitbéhu PCR reakce. Higuchi a kol. vyuzili

interkalacni fluorescenc¢ni barvivo ethidium bromid, jehoZ fluorescenci sledovali béhem
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prabéhu PCR reakce (Higuchi et al. 1993). Timto objevem pfisla na svét technologie
kvantitativného PCR (qPCR), jejiz modifikace jsou dodnes zlatym standardem pro analyzu
nukleovych kyselin (Bustin et al. 2009). V roce 1999 byl poprvé pouzit termin digitalni
PCR. Vogelstein a Kinzler pro sviij experiment pouzili desticku s 384 jamkami a k detekci
vyuzili fluorescen¢ni sondy. V této publikaci ukazali, jak prevést exponencialni analogovy
signal PCR na jeho digitalni linearni formu, vhodnéjsi pro ucely kvantifikace (Vogelstein
a Kinzler 1999). Nicmén¢ v tuto chvili stale nebyla metoda dostate¢né prakticka, aby
mohla konkurovat qPCR. To se zménilo roku 2002 diky technologickému pokroku

v oblasti mikrofluidniho inzenyrstvi, ktery umoznil vyvoj mikrofluidnich ¢ipti, jez se daly
jednoduse, rychle, a hlavn€ masove vyrabét (Thorsen et al. 2002). Od tohoto okamziku se
zvysil zajem o dPCR a zacalo ptibyvat praci a publikaci vénujici se rozvoji a aplikaci
dPCR (Karlin-Neumann a Bizouarn 2018). DalSim dalezitym milnikem je vyvoj droplet
digital PCR (ddPCR), ktera piispéla svoji automatizaci, levnosti a vysokou priachodnosti

k pouzivani dPCR pro klinické ucely (Mao et al. 2019).

1.3.2. Princip digitalni polymerazové retézové reakce
Ptipravena reak¢éni smés obsahujici nukleové kyseliny naseho zajmu, primery a sondy,
puft, polymerazu a deoxynukleotidtrifosfaty se nanese dle typu zatizeni na Cip
s nanojamkami ¢i do zafizeni generujiciho emulzi s jednotlivymi kapkami jako
samostatnymi reaktory. Nasledné dojde k ndhodné distribuci reak¢éni smési do
nanoobjemil. Kazdy kompartment se tak stiva malym PCR reaktorem, ktery by m¢l
obsahovat Zadnou, jednu nebo 1 vice molekul sledovanych nukleovych kyselin (Mao et al.
2019). Poté nasleduje amplifikacni krok, kdy v kazdém kompartmentu zacne
polymerazova fetézova reakce. Po dokonceni vSech cykll se zmé&ii fluorescence v kazdém
jednotlivém kompartmentu — jamce ¢i kapce. Pokud se v kompartmentu nenachézela
sledovana templatova DNA, miizeme kompartment oznacit jako negativni. Naopak pokud
se sledovand DNA v kompartmentu vyskytovala, oznacime jej jako pozitivni. Diky tomuto
binarnimu zptisobu kvantifikace nanoobjemd, kdy je pozitivni jednotka oznacena jako 1
a negativni jako 0 se této technice fik4 digitdlni PCR (Kanagal-Shamanna 2016). Timto
zpiisobem ziskame celkové pocty pozitivnich a negativnich nanoobjemi z celé reakce
a pomoci Poissonovy statistiky jsme schopni urcit piivodni koncentraci molekul zajmu

v méfeném vzorku (Mao et al. 2019).
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1.3.2.1. Digitalni polymerazova retézova reakce na ¢ipu
Digitalni polymerazova fetézova reakce probihajici na ¢ipu (cdPCR) se vyznacuje
rozdélenim prostoru ¢ipu na mnoho nanolitrovych reakénich komirek. Fluorescence je
u této metody méfena pomoci zobrazovaciho systému a invertovaného mikroskopu. Pocet
sledovanych sekvenci je pak pocitan v zobrazovacim softwaru. Mizeme rozlisit tfi druhy
¢ipu, které se pouzivaji pro cdPCR (Mao et al. 2019). Prvnim typem je Cip s integrovanymi
kapalinovymi okruhy, ktery je vyroben z polydimethylsiloxanu s vicevrstevnou mékkou
litografii. Na tomto ¢ipu jsou integrovany kapalinové linie, chlopné i reakéni komurky, kdy
s pomoci chlopni mize byt reakce rozd¢lena na nékolik oddélenych nanojednotek
(Ramakrishnan et al. 2013). Druhym typem cipu je Cip s uspoiadanou lipidovou
dvouvrstvou tvofici komlrkovy systém, ktery umoznuje pracovat s transmembranovymi
receptory (Watanabe et al. 2014). Tteti typ Cipu je nazyvan jako samonasavaci
kompartmentalizacni Cip. Tento ¢ip obsahuje dvé sklenéna kryci skli¢ka jejichz posunem je
mozno rozdélit reakci na nanojednotky (Song et al. 2015). Kapicky reaktantii rozdélené

pomoci cdPCR jsou stejného objemu, stabilni a neodpatuji se (Mao et al. 2019).

1.3.2.2. Digitalni polymerazova retézova reakce v kapickach
Kapickova digitalni polymerazova fetézova reakce zkracené ddPCR (digital droplet PCR)
pracuje na ¢ipu s nanobjemovymi kapkami vodného roztoku v oleji. Do téchto kapicek
jsou nahodné rozdéleny nukleové kyseliny a nasledné v nich probiha PCR reakce.
K detekci je pouzit dvou- a vicebarevny opticky detekéni systém. Vytvoteni vrstvy kapicek
je levnéjsi oproti cdPCR. Nicméné tyto kapicky nemaji stejny objem. Pro fluorescencni
meéieni jsou tak vybrany jen kapicky, které maji stejny objem. Po zméteni jsou data

upraveny dle Poissonovy statistiky (Mao et al. 2019).

1.3.3. Vyhodnoceni dat ziskanych metodou dPCR
Pro urceni poctu kopii nukleovych kyselin se pouziva Poissonova statistika, ktera
zohlediuje pravdépodobnost toho, Ze v daném nanobjemu se nachazi zadna, jedna nebo
vice molekul. K vypoctu poctu cilovych molekul v jedné jednotce objemu PCR smé&si

(Jamce na ¢ipu ¢i kapce v emulzi) se pouziva nasledujici rovnice,

Npy 1
[DNA] = —1n(1 ——)—
Nz/ Vp
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kde [DNA] je pocet molekul v dané jednotce obejmu, Np je pocet pozitivnich
kompartmentii a Ny je celkovy pocet kompartmenti. Jako Vp je oznacen prumérny objem
kompartmentti. Pouziti Poissonovy statistiky pfedpoklada, ze vSechny partikule maji stejny

objem (Karlin-Neumann a Bizouarn 2018)

1.3.4. Vlastnosti dPCR

1.3.4.1. Dynamicky rozsah detekce
detekovatelnou koncentraci molekuly (Quan et al. 2018). Pro dPCR plati, Ze pocet
analyzovanych ¢astic je limitujicim faktorem pro teoreticky dynamicky rozsah dPCR.
Zaroven ale u hranic dynamického rozsahu je ovlivnéna piesnost, jak mizeme vidét na
Obrazku 6. Dalsim faktorem ovliviiujici dynamicky rozsah je samotné velikost partikuli.
Uniformita jednotlivych partikuli ma vliv na dynamicky rozsah a pfesnost dPCR. Pokud
nejsou partikule uniformni, tak vétsi ¢astice maji vyssi Sanci obsahovat vice sledovanych
molekul, neZ ty mensi, coZ mize ovlivnit vysledek méfeni (Karlin-Neumann a Bizouarn
2018). Zajimavou vlastnosti dPCR je, ze s jeji pomoci miizeme detekovat mnohem vice
cilovych molekul, nez jaky je pocet sledovanych partikuli. Za dané ptesnosti 12,6 % jsme
schopni detekovat pocet cilovych molekul, ktery je Skrat vétsi nez pocet

20 000kompartmentt na Cipu (Pinheiro et al. 2012).

1.3.4.2. Presnost dPCR
Pocet kompartment v dPCR je jednim z faktort, které ovliviiuji jeho piesnost.
S rostoucim poctem kompartmenti se zlepsuje piesnost za predpokladu, ze provadime
meéieni v optimalni ¢asti dynamického rozsahu. Nicméné teoreticka presnost neni vzdy
v souladu s pfesnosti experimentalni, protoze Poissonova statistika neni jedinou
komponentou, které se podili na vysledku méteni. Pokud budeme mit v méfeni méné nez
1000 kompartment, tak oCekavana hladina varia¢niho koeficientu bude nejméné 4 %
a Poissonova statistika bude tak hlavni pfi¢inou neptesnosti. V ptipadé¢, kdy dosdhneme
v méfeni na po€et kompartmentti 10000, tak variacni koeficient bude mensi, nez 1,5 %

wewvr

Vyvoj této zavislosti mizete sledovat v Obrazku 6.

36



20

16 -
g 12 -
>
O 8-

4_

([ S —————

10 100 1,000 10,000 100,000
Pocet cilovych molekul Procento pozitivnich kapicek

Pocet kapicek 1 000 (------), 10 000 (---—-) a 100 000 (—)

Obrazek 6: Presnost dPCR. V obou grafech miizeme sledovat 3 linie, kazda znazoriuje
vztah poctu analyzovanych kompartmenta (kapi¢ek) v jednom dPCR experimentu. A.
Vyvoj koeficientu variance oproti poctu cilovych molekul pro 3 rtizné velikosti
experimentu. B. Vyvoj koeficientu variance oproti procentu pozitivnich kompartmentt pro
3 riizné velikosti experimentu. Upraveno podle (Karlin-Neumann a Bizouarn 2018)

1.3.4.3. Rozdéleni reakéniho objemu do kompartmenti
Rozd€lenim smési do nanobjemt, které pak nasledné funguji jako nano PCR reaktory
s sebou nese fadu charakteristik. Jednou z nich se snizena nachylnost k inhibi¢nimu efektu
oproti JPCR (Nixon et al. 2014). I stfedni koncentrace inhibitori pfitomnych ve vzorcich
muze byt tolerovéana, protoze pii dPCR se méti fluorescence az po probéhnuti vsech cykli
reakce a k vyhodnoceni staci pouze rozliSeni na pozitivni a negativni kompartmenty, coz je
vetsSinou mozné 1 pires snizenou ucinnost reakce. Rozdélim do kompartmenti je také
snizena pravdépodobnost nezadoucich kiizovych reakci. Samoziejmé je ale mozné, ze pii
dost velkych koncentracich inhibitora je ucinnost reakce snizena natolik, ze jiz neni mozné
zjistit binaritu daného kompartmentu a tim je ¢astice vyfazena z méteni, coz pak

v kone¢ném dusledku snizi presnost méfeni (Dingle et al. 2013).

Podminka nahodné distribuce cilovych sekvenci do kompartmentli nemusi byt splnéna

v piipadé, kdy cilové sekvence jsou spojené nebo v tandemu. V tomto ptipadé dojde

k zaneseni dvou molekul do jedné ¢astice a nasledkem bude podhodnoceni celkového
poctu téchto molekul. Tomuto fenoménu se da zabranit pouZitim restrikénich enzym1,
které rozpoji cilové sekvence (Hindson et al. 2011). Druhy ptipad, kdy bude vysledek
naopak nadhodnocovan, nastane, kdyZ jsou ve vzorku pfitomny jednovldknové ¢asti cilové
DNA. To muze vést aZ ke dvojndsobnému nadhodnoceni poctu sledovanych molekul (Bhat

etal. 2011).
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Jak jiz bylo zminéno, objem kompartmenti je jednim z kli¢ovych faktord pro definovani
presnosti dPCR. Celkem tfi charakteristiky ovliviiuji pfesnost dPCR. Jedna se o piesnost
tvorby jednotlivych nanoobjemt definovanych vyrobcem, variabilita primérného objemu
mezi dvéma replikaty dPCR méfeni a variabilita objemu kompartmentii v rdmei jednoho
dPCR replikatu (Karlin-Neumann a Bizouarn 2018). Objemy se u obou dPCR platforem
(¢ipovych i kapi¢kovych) mohou lisit od hodnoty uvedené vyrobcem (Pinheiro et al. 2012).
Pokud nezohlednime tento fakt, tak do méfeni bude vnasena systematicka nepiesnost
(Corbisier et al. 2015). Piesnost vyrobnich procest je tak zdkladnim faktorem, jehoz
zlepSenim dokaZeme skute¢nou piesnost méfeni pomoci dPCR pftiblizit k teoreticke

piesnosti vypocitané Poissonovou statistikou (Karlin-Neumann a Bizouarn 2018).

1.3.5. Multiplexovani
Pokud mame v jednom PCR experimentu vice cilovych sekvenci DNA, které
amplifikujeme a detekujeme, hovotfime o multiplexovani. Digitalni PCR je technikou,
ktera umoznuje multiplexovani a diky tomu, pokud vybereme vice cilovych sekvenci, jsme
schopni s vétsi jistotou zméfit mnozstvi DNA konkrétniho chromosomu (Whale et al.
2016). Tan a kol. ve sv¢ studii dokézali, ze s vétSim poctem cilovych sekvenci
lokalizovanych na stejném chromosomu, jsme schopni ptesnéji zmé&fit mnozstvi sekvenci
pochézejicich z tohoto chromosomu (Tan et al. 2019). Pro multiplexovani s digitalni PCR
muzeme pouzit rizna interkalaéni DNA barviva nebo fluorescencné znacené sondy
riznych typt a to jak sondy hydrolyzacni, hybridizacni, tak i sondy s primery typu
Scorpion nebo Amplifluor (Navarro et al. 2015).

1.3.5.1. Multiplexy s fluorescen¢nimi sondami
Detekce zaloZena na fluorescenénich sondach byla poprvé pouzita v roce 1991 (Holland et
al. 1991). Sondy jsou kratké molekuly DNA, hybridizujici s cilovou sekvenci amplifikace,
obsahujici fluorescenc¢ni barvivo jako takzvany reportér, na druhém konci sondy je jeho
zhasec. Po hybridizaci na cilovy templat je od sebe oddélen reportér a zhaSec sondy a diky
tomu jsme schopni sledovat a méfit zvySenou hladinu fluorescence, coz je princip
klasickych hybridiza¢nich sond (Cardullo et al. 1988). Jinym typem sond jsou sondy
hydrolyzacni, které potiebuji pro svoji aktivaci rozstépeni Thermus aquaticus (Taq) DNA
polymerazou. Endonukledzové aktivita Taq polymerazy sondu rozstépi a tim od sebe
oddali reportér a zhaSe€ a tim dojde k emitaci svétla, které miizeme detekovat (Holland et

al. 1991). Pti pouziti multiplexu s n€kolika barevnymi sondami jsme schopni rozlisit
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intenzitu fluorescence jednotlivych fluorofori, jsme ale omezeni poctem fluorescen¢nich
kanall pristroje, v soucasné dob¢ je to nejvyse 6 kanalti (Madic et al. 2018). Pro multiplex
muzeme pouzit sondy o stejné koncentraci nebo o jiné koncentraci ¢i rozdilné efektivité

amplifikace. Piehled typti multiplext je dostupny v Obrazku 7.
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Obrazek 7: Zékladni principy multiplexti s fluorescen¢nimi sondami. (A-E): Multiplexy
se stejnou koncentraci sond. A: Nekompetitivni duplex. B: Kompetitivni duplex. C:
Nekompetitivni hybridni duplex. D: NerozliSujici multiplex pro tfi vzacné mutace oproti
wild-type alele. E: NerozliSujici multiplex pro prenatalni diagnostiku ureny pro nizky
pocet kopii. (F-G): Multiplexy s rozdilnou koncentraci sond. F: Multiplex zaloZeny na
rozdilu amplitud. G: Multiplex zaloZeny na poméru mezi amplikony. V schématech jsou
jednotlivé sondy znédzornény Sipkami s hvézdickou. Barva odpovidé fluorescenénimu
kanalu. Na grafech jsou poté jako ovaly zobrazeny jednotlivé klastry. Ohraniceni klastri
odpovidé fluorescenci. Upraveno podle (Ganova et al. 2021)

Metody se stejnou koncentraci sond miizeme dale jesté rozdélit na kompetitivni,
nekompetitivni a nekompetitivni hybridni (Whale et al. 2016). Pfi kompetitivnim
multiplexingu mame né€kolik sond mificich na jeden amplikon, které se se odliSuji svou
sekvenci. Diky tomu hybridizuji pouze se sekvencemi vykazujici konkrétni typ

jednonukleotidovych polymorfismi a diky tomu dokaZeme jednotlivé polymorfismy
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fluorescencné odlisit a nasledné kvantifikovat (Oxnard et al. 2014). Pfi nekompetitivnim
multiplexovani pouzivame sondy, kdy je kazd4 z nich cilend na jiny amplikon a tim mezi
nimi nedochézi ke kompetici. Typickym vysledkem tohoto méteni je pomér mezi
sledovanymi amplikony (Heredia et al. 2013). Tieti metodou je nekompetitivni hybridni
multiplex. Pfi tomto designu mame jeden amplikon na ktery jsou cileny dvé fluorescencni
sondy. Jedna je cilena na nevariabilni isek amplikonu a jejim G¢elem bude oznacit vSechny
nase hledané amplikony. Druh4 sonda je cilena na usek amplikonu, u které¢ho se ocekava
urcita mira variability. Tento design miZeme pouZit k zjisténi poctu wild-type kopii oproti
usektim vykazujici variabilitu (Oxnard et al. 2014). Poslednim pfipadem pouziti sond je
nerozliSujici multiplex, ktery pouZiva jednu sondu mifenou na wild-type konkrétniho genu
s jednou fluorescen¢ni barvou. A set nékolika sond o jiné barvé, které rozliSuji alely
sledovaného genu. Toto uspotfadani se pouziva v situacich, kdy chceme pouze zjistit, je-li
pritomna n¢jaka mutace a nezalezi nam na tom, kterého konkrétniho typu (Whale et al.

2016).

Metody s rozdilnou koncentraci sond mizeme déle rozlisit na metody zalozené na rozdilu
amplitud a metody rozliSujici klastry dle jejich poméru. Multiplexy zalozené na
amplitudach pouzivaji sondy konjugované s jednim barvivem, které ma jinou finalni
intenzitu fluorescence ve sledovaném kanalu. Toho je dosazeno prave rozdilem
koncentraci v poslednim kroku reakce. Sondy jsou pak cileny na rozdilné amplikony.
Vysledkem méfteni je n¢kolik klastrt, které jsou kombinacemi sledovanych amplikont
(Didelot et al. 2013). U druhého typu designu pracujiciho s poméry jsou nékteré¢ amplikony
meéieny jednou sondou s barvivem o normalni intenzité. Dalsi amplikony pak pouzivaji
kombinace sond s jejich snizenou koncentraci v riiznych pomérech. Tim docilime vzniku

klastr, které se budou pohybovat mezi klastry s plnou intenzitou (Vannitamby et al.

2019).

1.3.5.2. Multiplexy s interkala¢nimi barvivy
Druhou velkou skupinou multiplexti jsou multiplexy vyuZivajici interkala¢ni barviva jako
je tteba SYBR Green nebo Eva Green. Interkalacni barviva se nespecificky vazou na
dvousroubovici DNA a poté jsou schopna fluorescence. Pii rozdilné délce nékolika
amplikon, tak intenzita fluorescence je pfimo tmérna délce amplikond. Timto zpisobem
muzeme zjistit zastoupeni jednotlivych amplikont o riznych délkach (McDermott et al.

2013). Dalsim designem je pouZiti rozdilnych koncentraci primert na pfiblizné stejné
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dlouhé amplikony. Takto jsme schopni vypocitat pomér mezi sledovanymi useky
(Nyaruaba et al. 2020). Jiny pfistup mtizeme zvolit, pokud zkombinujeme multiplex

s interkalacnim barvivem s analyzou kiivek tani. Pfi analyze kiivek tani jsme schopni
sledovat pokles fluorescence v momenté, kdy dochazi k denaturaci dvousroubovice DNA
na dvé¢ vldkna. K tomu ale potfebujeme kontinualné zahtivat vzorek a méfit pfi tom jeho
fluorescenci (Wittwer et al. 2010). Tento pfistup mizeme vyuzit pro zjisténi specifity
amplikonu, genotyping a detekci jednonuklotidovych polymorfismti (Robinson et al. 2006;
Zhou et al. 2004; Liew et al. 2004).

1.3.5.3. Duplexovani s vyuZitim kombinace interkala¢niho barviva a
fluorescencné znacené sondy
Nase laboratot ve spolupréci se skupinou profesora Pavla Neuzila vyvinula novou metodu
duplexovani vyuZzivajici fluorescenci jen v jednom kanéle. Duplex vyuziva kombinaci
interkala¢niho barviva EvaGreen a specifické karboxyfluoresceinové (FAM) sondy. Oba
tyto fluorofory sdileji stejny fluorescenéni kanal. Vysledkem je rozdéleni cilovych
sekvenci do skupin podle hladiny fluorescence (Zhang et al. 2022). Princip metody je

znazornén na Obrazku 8.
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Obrazek 8: Princip metody kombinujici interkalacni barvivo a specifickou fluorescenéni
sondu. A: Emise flourescence v jednotlivych kapkéach s Zadnou cilovou molekulou, cilovou
molekulou 1 vazajici pouze EvaGreen, cilovou molekulou 2 vazajici EvaGreen a FAM
sondu a obéma molekulami vazajici EvaGreen a specifickou FAM sondu na cil 2. B:
Odpovidajici hladiny fluorescence k jednotlivym situacim. Upraveno podle (Zhang et al.
2022)
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1.3.6. Vyuziti dPCR v neinvazivni prenatalni diagnostice
dPCR je metoda se Sirokou Skalou vyuziti a moznosti, jak designovat konkrétni
experiment. Jeji uplatnéni najdeme v Siroké skale I€katskych oborti a disciplin jako je
onkologie, infektologie, prenatalni diagnostika, cytogenetika a transplantologie, ale
i v nelékarskych oborech jako jsou environmentalni studie, forenzni genetika,
potravinarstvi a studie geneticky modifikovanych organismtli (Karlin-Neumann a Bizouarn
2018). Vzhledem k zaméfeni této prace se podivame predevsim na pouziti dPCR
v prenatalni diagnostice. Pro Gcely prenatalni diagnostiky se dPCR pouziva k predevSim
k analyze volné fetdlni DNA, kdy dPCR poskytuje potiebnou citlivost k zachyceni malé

¢asti fetalni frakce v krevnim fecisti matky (Hudecova 2015).

1.3.6.1. dPCR pro urceni pohlavi plodu a vySetifeni RhD inkompatibility
matky a plodu

Vysetteni pohlavi plodu je v n¢kterych piipadech klinicky dilezitou informaci zejména
pokud je matka prenaseckou X-vazanych chorob jako Ducheneova svalova dystrofie nebo
hemofilie (Breveglieri et al. 2019). Zde se vyuziva detekce X-chromosomalnich sekvenci
v plazmé téhotné. DalSim prenatdlnim vySetfenim, které se bézn¢€ nabizi t¢hotnym zenam,
je vySetieni variant genil pro Rh faktor. Homozygoti nesouci nefunk¢ni variantu genu
RHD, ktera je zptusobena nejcasteji deleci, maji tzv. RhD negativni fenotyp, ktery je
nachylny k maternalni imunizaci vici fetdlnim D antigenim (Gardener et al. 2012). Obéma
problematikami se zabyvala skupina Sillence a kolektiv, kterd vyvinula multiplexy pro
urceni pohlavi a RhD faktoru. Pro urCeni pohlavi si jako referenci zvolili ¢ast chromosomu
22, kterou porovnavali s dvéma Y specifickymi lokusy. Pro determinaci Rh faktoru si jako
referenci zvolili gen AGOI, ktery porovnavali s 2 exony v genu RAD (Sillence et al. 2015).
Dalsi skupina se zabyvala problematikou rozliSeni volné DNA plodu Zenského pozadi od
volné DNA matky. K rozliSeni t€chto dvou druhtit DNA pouZili inzeréné-delecni
polymorfismy na chromosomu X. Tato metoda byla nasledné pouzita k prenatalni
diagnostice Rh inkompatibility mezi matkou a plodem a Wiscott-Aldrich syndromu
(Zednikova et al. 2020). VySetieni RHD genu je rutinné provadéno z volné DNA izolované
z plazmy RhD negativnich t¢hotnych s cilem zabranit RhD inkompatibilit€¢ mezi matkou

a plodem (Pazourkova et al. 2021).
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1.3.6.2. Aplikace dPCR pri neinvazivni prenatalni diagnostice
monogennich onemocnéni

Digitalni PCR je aplikovéano i pro tcely diagnostiky monogennich onemocnéni. Pro
vySetfeni monogennich onemocnéni mizeme pouzit nékolik ptistupt. Jednou cestou je
porovnani zastoupeni jednotlivych mutaci ve vzorku volné DNA. Timto pfistupem zvladli
Lum a kolektiv urcit ptitomnost mutovanych alel plodu zptisobujicich beta-thalasémii (Lun
et al. 2008b). Mimo jiné se tato metoda ukazala u¢innou pro vysetieni hemofilie, ktera se
klinicky projevuje u plodit muzského pohlavi (Tsui et al. 2011). Barrett a kolektiv dale
optimalizovali tuto metodu za pomoci série bialelickych inzerc¢né-dele¢nich markert
s krat§imi amplikony a diky tomu dokazali za pomoci dPCR diagnostikovat srpkovitou
anémii (Barrett et al. 2012). Dalsi strategii pro diagnostiku je vyuziti setu n¢kolika
jednonukleotidovych polymorfismil k zjisténi velikosti fetalni frakce. Poté jsme schopni
piimo cilit na konkrétni mutace nebo je hodnotit neptimo s vyuzitim setu SNP spjatymi
s mutacemi. Timto zpsobem byla jiz diagnostikovana naptiklad methylmalonicka
acidémie (Gu et al. 2014). DalSim pokrokem ve vyuziti dPCR pro diagn6zu monogennich
onemocnéni bylo sestaveni eseje, ktery byl schopen diagnostikovat 8 mutaci zpiisobujici

rizna monogenni onemocnéni (Camunas-Soler et al. 2018).

1.3.6.3.  Vyuziti dPCR pro neinvazivni detekci aneuploidii u plodu
Neinvazivni prenatalni testovani aneuploidii je jednim z vySetienich, ke kterym lze pouzit
dPCR. Zakladnim principem vySetieni je stanoveni poméru sledované¢ho chromosomu
oproti referencni sekvenci na jiném chromosomu ve volné DNA. Pokud se tento pomér
bude lisit od 1, mizeme mit podezieni, ze je u plodu pfitomna aneuploidie. Bude-li se
jednat o trisomii, bude pomér mezi sledovanym a referencnim chromosomem vyssi
a v ptipadn€ monosomie bychom méli sledovat pomér nizsi nez 1 (Lo et al. 2007).
Vysledny pomér zavisi i na velikosti fetalni frakce v krevnim fecisti matky. V prvnim
trimestru, kdy se provadi neinvazivni vySetfeni se fetalni frakce pohybuje okolo 10 % (Lun
et al. 2008a). Pokud budeme mit malou fetalni frakci, naméfeny pomér se bude lisit velmi
malo a k méfeni budeme potiebovat extrémné velky pocet kompartmentti, abychom
s jistotou mohli fict, ze naméfeny pomér odpovida skutecnosti (Evans et al. 2012).
S nardstem trisomické fetalni frakce bude linearné rust 1 sledovany pomér (El Khattabi et
al. 2016). Tento zékladni princip vySetfeni na zdkladé¢ poméru dvou chromosomtl nastinily

dvé védecké skupiny jiz v roce 2007, kdy porovnavali pomér mezi chromosomem 21
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a referen¢nim chromosomem (Lo et al. 2007; Fan a Quake 2007). Dalsi ptistup zvolila
pozdéji védecka skupina, kterd se zamétila na porovnani poméru mezi hypermetylovanym
fetalnim markerem na chromosomu 21 a ZF'Y genem na chromosomu Y (Tong et al.
2010b, s.). Alternativou nezavislou na pohlavi se pak zabyvala jind védecka skupina, ktera
misto genu na chromosomu Y zvolila jednonukleotidové polymorfismy plodu zdédéné od
otce (Tong et al. 2010a). S rozvojem multiplexovani pak mohlo dojit ke zlepSeni piesnosti
méteni dPCR. El Khattabi a kolektiv pouzili k odhaleni trisomie chromosomu 21 oktaplex,
kde pouzili set 4 sond sviticich ve shodném kanale hybdidizujicimi se 4 iseky na
chromosomu 21 a druhy set 4 sond s jinym fluoroforem, které hybridizovali s 4 tseky na
chromosomu 18. Diky tomu doséhli zvySeni podilu pozitivnich ¢astic a docilili vétsi
presnosti bez nutnosti zajistit obrovsky pocet kompartmenti (E1 Khattabi et al. 2016). Tan
a kolektiv poté designovali obdobny multiplex, jen navysili poc¢et amplikonil na kazdém

chromosomu na 20 a tim doséhli jesté vyssi presnosti (Tan et al. 2019).
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2. Cil prace a hypotézy

Cilem této prace je optimalizovat digitalni polymerazovou fetézovou reakci pro vyuziti

v neinvazivni prenatalni diagnostice. ZlepSeni a zjednoduseni designu experimentti dPCR

by mohlo vést k jeho mensi nakladnosti a zptistupnéni pro Sirsi pouziti k detekci trisomii

chromosomil. V ramci této prace jsme si stanovili néasledujici cile:

Optimalizovat metodu izolace volné DNA z plazmy téhotnych tak, aby vedla k co
nejvysSim vytézkim potfebnym pro neinvazivni prenatalni vySetfeni metodou
dPCR

Optimalizovat novou metodu multiplexovani dPCR vyuZivajici kombinace
interkalac¢niho barviva a fluorescencné znac¢ené sondy pro vyuziti v neinvazivni
prenatalni diagnostice

Optimalizovat experiment tak, aby byl schopen rozlisit hladiny fluorescence 18.

a 21. chromosomu v jednom kanale na zaklad¢ rozdil fluorescence.

Otestovat vyvinutou metodu na souboru klinickych vzorkl obsahujicim euploidni
1 trisomicka téhotenstvi, stanovit cut-off hodnoty a charakterizovat parametry této

metody.

Dle znalosti z literatury o¢ekavame nasledujici vysledky:

Vzorky zdravych kontrol budou mit chromosomovy pomér roven 1,0.

PIn¢ trisomické vzorky budou mit chromosomovy pomér roven 1,5.

Vzorky volné DNA z plazmy t¢hotnych s euploidnimi plody budou vykazovat
chromosomovy pomér roven 1,0, kdezto vzorky volné DNA z plazmy Zen

s trisomickymi t€hotenstvimi budou mit tento pomér vyssi v zavislosti na velikosti
fetalni frakce volné DNA (1,025pro 5% fetalni frakci, 1,05 pro 10% fetéalni frakci).
Z4dna z dosud popsanych metod nevykazuje 100% sensitivitu a 100% specificitu.

Dale jsme si stanovili nasledujici hypotézy:

Optimalizovana metodika bude schopna odhalit existenci urcité frakce trisomickych plodi,

bude mozné nastavit cut-off hodnotu vedouci k jejimu optimalnimu fungovani.
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3. Material

3.1.0ptimalizace
Jako material pro optimalizaci nam slouzily jednotlivé reaktanty pouzivané¢ v ddPCR
reakcich v reakci. BEhem optimalizace bylo potieba najit vhodné mnozstvi a koncentrace

jednotlivych reaktantii tak, aby byl ziskan platny vysledek méfeni.

3.1.1. Mastermix
Zékladem reakcéni smési je PerfeCTa® qPCR ToughMix™ od firmy Quantabio. Jedna se
o pfipraveny mastermix obsahujici optimalizované koncentrace chloridu hofe¢natého,
deoxynukleotidtrifosfatii, hot-start DNA polymerazu, AccuVue modré qPCR barvivo

(slouzi k zvyraznéni roztoku pro lepsi prehled pfi jeho pipetovani), a stabilizatory.

3.1.2. EvaGreen
Jako interkala¢ni barvivo byla pouzivana EvaGreen® Dye, 20X in Water od spolecnosti
Biotium. Jedna se o fluorescenc¢ni barvivo, které je aktivni po navazani na DNA, jeho

emisni spektrum se pohybuje okolo 530 nm.

3.1.3. Voda

Jako rozpoustédlo slouzi voda. Byla pouzita sterilizovana voda pro injekce od firmy Kabi.

3.1.4. Alexa
K fluorescen¢nimu oznaceni vSech kapek v dPCR byla pouzita latka AlexaFluor® 647
(ThermoFisher Scientific). Jedna se o dextran o molekulové hmotnosti 10 000 s emisnim

spektrem 668 nm.

3.1.5. Fluorescenéni sondy
Daéle budeme pouzivat fluorescencni sondu vyrobenou firmou Integrated DNA Technology
cilenou na chromosom 21. Sonda je oSetfena vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
(HPLC) purifikaci a na 5° konci je umisténo fluorescencni barvivo 6-karboxyfluorescein
(6-FAM) s emisni vinovou délkou 517 nm a na 3° konci je zhaSe¢ lowa Black® FQ
s vrcholem absorp¢niho spektra 531 nm. Celkova sekvence sondy je nasledujici:

5-/6-FAM/C+C+C T+G+C CT+C T/lowaBlackFQ/-3°

Dale byla pouZita sonda pro chromosom 18, taktéz vyrobena firmou Integrated DNA
Technology. Sonda byla oSetfena HPLC a na 5° konci se nachézi fluorescencni barvivo

Yakima Yellow® (YakYel) s emisni vinovou délkou 551 nm a na 3° konci je zhaSe¢ lowa
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Black® FQ s vrcholem absorpcniho spektra 531 nm. Celkova sekvence sondy je
nasledujici:

5¢-/YakYel/C+C+CA+C+CTC+CA/IowaBlackGQ/-3°
Jedna se locked nucleic acid (LNA) sondy, jejichz nukleotidy obsahuji mezi 2°-O a 4°-C
metylenovy mustek, ktery vhodné orientuje nukleotid ve vhodné prostorové orientaci pro
Watson-Crickovo parovani. Diky tomu dosahuji sondy lepsi tepelné stability a specifity

(Tan et al. 2019).

3.1.6. Primery
Pro nas experiment pouzivame stejny set primerti jako Tan a kol., primery jsou cileny na
nevariabilni sekvence na chromosomech 18 a 21 (Tan et al. 2019). Primery byly vyrobeny

spolec¢nosti Generi Biotech a jejich sekvence jsou uvedeny v Tabulkéach 2 a 3.

Tabulka 2: Sekvence primert pro chromosom 18

Chromosom 18

Par Genova Délka
primert | lokalizace Sekvence amplikonu

1248496- F: 5°-CCATCTCCATAACCCAAATACC-3¢

A 1248575 R: 5*-CCTTGCAAACCTCATGTTGA-3° 50
5147229- F: 5°“AATGACCAAGAAGCCACCAT-3°

B 5147324 R: 5*-GCAGTTGCCTTAAACAAGGTATATTA-3¢ %6
8473597- F: 5°“GAGAAACCTGCCCACAAGAT-3¢

¢ 8473674 R: 5*-TCTCCTGTTCGGTTATAATGTCC-3° 78
8870993- F: 5°-CCTGTTTGTTCTTTAATAGCCTCAT-3¢

P 8871084 R: 5*-TGGCAAATTTCAATGATGTCAC-3° 72
13150636~ F: 5*-GCATCATCGGATGGTTTTG-3¢

E 13150721 R: 5°*-CCTTGCTACTTCTAGGCTAACCA-3¢ 50
21382385- F: 5*-TCAGAAGGGTAGGGTCTTGG-3¢

F 21382445 R: 5*-TGGCTAATGATACTCAAAGGGTCT-3¢ !
23485174- F: 5°*-GGAGCAAAGGGAAAACAGG-3¢

N 23485251 R: 5°-TGCCAATTAAACATGCTAGACAA-3¢ 78
24943949- F: 5*-TGACCAGAGGAGCCTGGTAG-3¢

i 24944019 R: 5*-TTCATCTTCAAAGAGCTCCAGA-3¢ !
37487343- F: 5*-CCTGGGAGACAGAAACTCTCAG-3¢

! 37487441 R: 5°-GGAGAGAGATTTCTCCGAAGC-3¢ »
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Chromosom 18

Par Genova Délka
primerd | lokalizace Sekvence amplikonu

37782135- F: 5*-GGGTCTCCACTCTGATGATTTG-3¢

! 37782224 R: 5°*-TGGGAACTTAATCCCAAAATTAAC-3¢ %
48190141- F: 5*-TGGGAGTGCAGTGTCTGTCT-3*

a 48190240 R: 5°*-ACACTTAGTCTTCTTCTTGCTCCTG-3° 100
48852421- F: 5*-CATGACTCAGGTAGGCTTGCT-3¢

. 48852513 R: 5°-CAAGAGGCCGGGATAAAGAT-3¢ .
50208031- F: 5*-AACTTGCAAGGTTTTCACTGG-3¢

M 50208106 R: 5°-TGGGCCATGCTGTATTCAT-3¢ 76

N 51129532- F: 5*-TGAGCTCAGGGTGGAAAGAG-3¢ 61
51129592 R: 5°-CAAGGGATTACGCATGCAC-3¢
51295343- F: 5*-CATGGTTCTGCAGGCTATACAA-3¢

© 51295441 R: 5°*-TTGTCCCCTCCAAATGTCAG-3¢ »
51951491- F: 5°-AAGACAGGAGAGCGAGGTGA-3¢

’ 51951550 R: 5*-TTCTGTTAATAAGGCCCATGC-3¢ %0
52280540- F: 5°-AAACATTGGAATCAGACTGAGGTAG-3¢

Q 52280623 R: 5*-AGAAGTTACAACTTACCCACGCTTA-3° 5
56126533- F: 5*-CCCTCACATCCCTTCCAAC-3¢

R 56126611 R: 5*-CCCTGCATTAACCCCTCAG-3¢ 7
56554079- F: 5*-TTTCTGACTCTGCAATCTGCTTA-3*

; 56554149 R: 5*-CACAGAGGTGAAGGCACAAA-3¢ !
61875811- F: 5*-“CAAGGGCTCAGGTCTTCATT-3¢

! 61875887 R: 5*-CAGGAAGGGACGAAGGTG-3¢ 77

Tabulka 3: Sekvence primerti pro chromosom 21.
Chromosom 21
Par Genova Délka
primera | lokalizace Sekvence amplikonu

A 14099141- F: 5*-CTAGGAGACTGTCCCTGAGCTT-3¢ 79
14099218 R: 5°- AGGGGGAACATAGAGGCTTG-3¢

B 15634475- F: 5*-GGGATAGTTGAATGGGGATGT-3¢ a5
15634559 R: 5°-AGGGATTGTGGAGTTTGGTG-3¢

c 16912895- F: 5*-GCTTCTGGGATGACACACG-3¢ -
16912966 R: 5°-CACATGATATTGTGAAAAGCAAGTT-3¢
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Chromosom 21

Par Genova Délka
. . Sekvence .
primera | lokalizace amplikonu

b 18597570- F: 5*-TGAATTAGTTGCAAGGTGGTTCT-3¢ .
18597636 R: 5*-CCGAGAAGAAGAAGGATTGACA-3¢

E 23717711- F: 5*-TCTTCCCTCCCCTTGGAA-3* 26
23717786 R: 5*-GCCTGGTTTCTCCATAGAATCA-3¢
24207756- F: 5*-CATAATTCCCACTGTGGTGGTAT-3*

F 24207825 R: 5*-GCAGAGCCCCCATGAATTA-3¢ 70

G 25698963- F: 5°-AGAGCATGATACCATTGCTTGC-3¢ 64
25699026 R: 5*-AAGTGCTGCCATCTTTCCTG-3¢

- 25988208- F: 5*“GGCCAGAGCTAAAGAAGCAA-3° 7
25988278 R: 5*-CTGTACATGATGTCCCCCATT-3¢
26492402- F: 5*“TGAGGGAAATAGAGGTGCTCA-3¢

! 26492463 R: 5*-TGTGTCATTGTTTGCCAATTC-3¢ 6
27800999- F: 5°“ACGCCACCATGCCTAGTTA-3¢

! 27801086 R: 5*-“TGAGGTCGGGAATTCAAGG-3° 8
29174833- F: 5°-TGTGTGGAACAACTGGAGAAA-3°

K 29174909 R: 5*-CACTGAAAAATTTAAAGTTAGGACGA-3° 7

L 31033224- F: 5*-“TCCCTTAGCCTAGGTTATCTAGCA-3¢ 66
31033289 R: 5*-CCATCAAGCATTAGAGACAAAGG-3°

M 31509622- F: 5*“GCATCAAGGACCCACAGAG-3° 60
31509681 R: 5*-CAGGGCATTGGAACTGTCTT-3¢
36205063- F: 5°-ACAGGGTGCTGTTGTCACTG-3°

N 36205124 R: 5*-AGCACCGCTTTGGTACAATC-3¢ 62

o 37959129- F: 5°-AGACTTCTTCGAGAATTGTGTAATTG-3° 79
37959206 R: 5*-AATTGATGTCTGTTTGAGTTGATTTTA-3¢
41284470- F: 5*-CCACTGAAATTATTCTAACTAGCCAAA-3¢

? 41284545 R: 5°-TGTGGTTTCTGTAGGAAAGAAGG-3¢ 7
42234238- F: 5°-CTTAACACCTGGAGTCCCAACT-3¢

R 42234310 R: 5°-TCTGAGCGATTGCAAAGAGA-3¢ 7
42923863- F: 5*“TGGGTGAGGTACTGAAACTCTCT-3¢

Q 42923928 R: 5°-CAAAAGACTCGGTTTATTTCCAG-3¢ o0
44441621- F: 5°-GCAGTCCGTAGGGCTCAG-3¢

! 44441686 R: 5*-AGAACAAGGGCACAGCTGAC-3¢ o6
45098547- F: 5°-CCCTGGAACAAAACTGTTGAG-3¢

v 45098621 R: 5*-GAAACTGAGGCCCAGCACT-3¢ e
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3.2.Zdroje DNA

3.2.1. Komerc¢né izolovana DNA
Pro ucely optimalizace jsme pracovali s ,,Human Genomic DNA: Female* od firmy
Promega. Jedna se o DNA od mnoha anonymnich déarkyn purifikovanou a nasledné
rozpusténou v 10mM Tris-HCL s pH 8 a ImM EDTA. Vyrobce dale uvadi, ze 90 % je
delsich nez 50 kb.

3.2.2. Krevni plasma téhotnych Zen — zdravé téhotenstvi
K dispozici jsme méli 25 vzorkl krevni plasmy, které byly odebrany v ramci prenatalni
diagnostiky s informovanym souhlasem pacientek v prvnim trimestru t¢hotenstvi.
Nasledné bylo potvrzeno, ze doslo k porodu zdravého plodu. Vzorky byly skladovany

v mrazaku s teplotou -80 °C. Z téchto krevnich plasem byla pak nésledn€ izolovana DNA.

Informovany souhlas dovolujici vyuziti t€chto vzorkl pro vyzkum v oblasti neinvazivni
diagnostiky byl schvalen Etickou komisi 1. 1ékatské fakulty UK a VSeobecné fakultni
nemocnice v Praze v ramci vyzkumného projektu RVO — VEN 64165 Ministerstva

zdravotnictvi CR.

3.2.3. Krevni plasma téhotnych Zen — trisomické téhotenstvi
K dispozici jsme méli 15 vzorkt krevni plasmy. které byly odebrany v ramci prenatalni
diagnostiky s informovanym souhlasem pacientek v prvnim trimestru t€hotenstvi.
Nasledné bylo potvrzeno cytogenetickym vySetfenim, Ze se jedna o t€hotenstvi s trisomii
21. chromosomu. Vzorky byly skladovany v mrazaku s teplotou -80 °C. Z téchto krevnich

plasem byla pak nasledné izolovana DNA.

Informovany souhlas dovolujici vyuziti téchto vzorkil pro vyzkum v oblasti neinvazivni
diagnostiky byl schvalen Etickou komisi 1. 1ékaiské fakulty UK a VSeobecné fakultni
nemocnice v Praze v rdmci vyzkumného projektu RVO — VEN 64165 Ministerstva

zdravotnictvi CR.
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4. Metody
4.1.Prace se Stilla ddPCR

Pro préci byl pouzit systém Naica na digital droplet PCR spolecnosti Stilla Technologies.
Systém obsahuje cykler Naica Geode a skener Naica Prism3. Spotfebnim materidlem
kazdé reakce jsou Cipy Sapphire chip.

4.1.1. Priprava vzorku
Pfed namichdm reakéni smési je potieba nejprve vSechny komponenty roztoku rozmrazit,
zamichat pomoci vortexu a kratce sto¢it na mikrocentrifuze. V pribéhu celé prace byl
k michéani pouzivan Vortex V-3 od spole¢nosti ELMI nastaveny na 3 500 ota¢ek za minutu
po dobu 5 vtetin. Dale byly k sta¢eni pouZzivany mikrocentrifuga MiniSpin plus od
spolec¢nosti Eppendorf pro zkumavky vétsi nez 1,5 ml, ktery po 7 vtefinach v programu
short spin dosahoval 5 000 otacek za minutu, coz odpovida 1620 g. Druhou
mikrocentrifugou pro zkumavky o objemu 0,2 ml byla centrifuga CD-1008 od firmy
Phoenix Intrument, kterd po 5 vtetinach doséhla 7 000 ota€ek za minutu a vyvinula
2 680 g. Poté mohou byt vSechny komponenty smichany a po smichdni musi byt jesté
jednou reakéni smés zamichéna na vortexu. DalSim krokem je naneseni reak¢ni smési na
Sapphire chip. Kazdy Sapphire chip ma 4 pozice s maximalnim reakénim objemem 25 pl.
Cip je pred pouzitim potieba ze spodni strany ogistit od prachu a nedistot a poté miize byt
pristoupeno k plnéni ¢ipu. Nejprve je potieba odkryt z Cipu bilou ¢epicku pecetici pozici.
Poté pipetou nanést do pozice nad olejovou fazi reakéni smées. Vzdy je potieba si pred
pipetovanim nové pozice vymenit Spicku. Po napipetovani je nutnost pozice uzaviit za
pomoci bilych PCR cepicek.

4.1.2. Prace s Naica Geode a PCR protokol
Pro préci na ptistroji Naica Geode, je potfeba mit zapnuty kompresor a nastavit jej tak, aby
vyvijel tlak mezi 1300 mbar. Poté 1ze otevfit viko pfistroje a vlozit do pozic Cipy. Po
zavieni vika je nastaven v menu pfistroje PCR protokol a za¢ne PCR reakce. Pokud neni
uvedeno jinak, byl pouZit pro multiplex PCR nasledujici protokol:

1. Pii 40 °C probiha rozdéleni reakéni smési do jednotlivych kapicek dle nastaveni
Sapphire V1.

2. Nasleduje tivodnich 5 minut pfi teploté 95 °C.

3. Poté za¢ne 40 cykli, kdy se sttida 94 °C po dobu 30 vtefin a 62 °C po dobu 1
minuty.

4. Poslednim krokem je uvolnéni €ipi dle nastaveni Sapphire V1.
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4.1.3. Vyhodnoceni vysledkii
Vyhodnoceni dat probihéd s pomoci skeneru Naica Prism3, ktery je ovladan za pomoci
programu Crystal Reader z ptipojeného pocitace. Po otevieni programu Crystal Reader je
v ném potieba zalozit novy experiment, kde se nastavuji parametry skenovani jako je doba
expozice jednotlivych barevnych kanald, ureni skenovanych pozic, typ vzorkl
a pojmenovani. Nasledné¢ mohou byt do piistroje Naica Prism3 vlozeny Sapphire Cipy
a miiZze byt zahajeno skenovani. Po dokonceni skenovani program informuje o kvalité
jednotlivych skenti. Findlni odecet vysledki se provadi v programu Crystal Miner™, ktery
dle umisténého prahu spocita koncentrace métenych sekvenci. Crystal Miner také umi
generovat grafické vystupy reprezentujici vysledek experimentu a tabulky s konkrétnimi

¢iselnymi vysledky.

4.2.0ptimalizace
4.2.1. Izolace DNA

Prvnim ptipravnym krokem pro analyzu DNA je jeji izolace. Proto je potfeba zvolit
vhodny zptsob izolace DNA z krevni plasmy, ktery bude mit dostatecny vytézek a nebude
snizovat ucinnost ddPCR. Nejprve byly porovnany 3 metody izolace DNA z krevni
plasmy. Pro vyzkouSeni izolace byly pfipraveny smésné vzorky krevni plasmy. Vzdy
budou porovnany 2 méfeni z jednoho vzorku. Prvni vzorek byl izolovan pomoci
automatické izolace MagNa (Roche) (oznacen jako protokol 1) a kitu Mag-Bind (Omega
Bio-Tek) dle modifikovaného protokolu 1 (oznacen jako protokol 2a). Druhy vzorek byl
izolovéan automatickou izolaci MagNa (protokol 1) a kitem MiniMax (Apostle) (oznacen
jako protokol 3). Pro jistotu byl proveden jesté tfeti experiment, ktery porovnaval izolaci
MagNa (protokol 1) a izolaci s kitem Mag-Bind, jenomze byl zvolen modifikovany
protokol 2 (oznacen jako protokol 2b). Pied zacatkem kazdé izolace byly v pokojové
teploté rozmraZeny vzorky krevni plasmy a néasledné s pomoci vortexu byly zamichény.
Po izolaci DNA z krevni plasmy byla pfipravena nésledujici reakéni smés do 11 pozic na 3
¢ipech a do jedné pozice byla umisténa negativni kontrola bez DNA. Jedna se o jiz
vyuzivany multiplex se dvéma fluorescencnimi sondami dle Tan a kol., optimalizovany
pro stejnou platformu ddPCR, takZe se vysledek o ti¢innosti izolace a vlivu na chovani
ddPCR da aplikovat i na vyvijeny multiplex (Tan et al. 2019). Reak¢ni smé&s byla
pfipravena dle Tabulky 4.

52



Tabulka 4: Objemy a koncentrace reaktantll pro experiment s izolaci DNA. Ve smési bylo
pouzito 16 part primera pro oba chromosomy. Z celého setu 20 primerd pro chromosom
18 byly vynechany pary F, I, L, T a pro chromosom 21 byly vynechany pary A, B, E, Q.

Reaktant Objem Koncentrace
Mastermix 10 pl

Fluorescein 2,5ul 1 uM

Péry primert 18 (vSe bez F, I, L, T) 2,5l 50 uM

Pary primerti 21 (vSe bez A, B, E, Q) | 2,5 ul 50 uM
Sonda 18 0,4 nl 6,25 uM
Sonda 21 0,9 ul 6,25 uM
Voda 1,2 pl

DNA Sul neznama

PCR protokol mél nize uvedené parametry.

1.

Pti 40 °C probiha rozd¢€leni reakéni smési do jednotlivych kapicek dle firemniho
nastaveni Sapphire V1.

Nasleduje uvodnich 10 minut pfi teploté 95 °C.

Poté zacne 35 cykli, kdy se sttida 95 °C po dobu 30 vtetin a 63 °C po dobu 1
minuty a 30 vtefin

Déle nasleduje 15 cykla, kdy se stiida 95 °C po dobu 30 °C a 56 °C po dobu 1
minuty a 30 vtefin.

Poslednim krokem je uvolnéni Cipa dle nastaveni Sapphire V1.

4.2.1.1. MagNA (Protokol 1)

Prvni zkouSenou metodou byla automatickad izolace na piistroji MagNA Pure od firmy

Roche. Po zapnuti pfistroje je nastaven izolacni program pro izolaci volné DNA z krevni

plasmy o objemu 1 ml a je dale pokracovano dle instrukei na displeji.

1.

2.

Po otevieni vika pfistroje, s pomoci ¢tecky ¢arovych kodi byly nacteny cartridge
a vysunuta kolejnice, do kterych byla vloZena cartridge MagNA Pure Compact
Nucleic Acid Isolation Kit I — Large Volume, které obsahuji proteindzu K,
guanidium thiokyanat, Triton X-100, Isopropanol a guanidium chlorid.

Na displeji je potieba potvrdit vloZeni cartridge do pfistroje.
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3. Je nastaven protokol na izolaci nukleovych kyselin z 1 ml krevni plasmy a urcen
eluéni objem na 50 pl.

4. Po rozbaleni jsou Spicky MagNA Pure Compact Tip Tray vlozeny do pfistroje do
doku pro $picky.

5. Nadispleji je potieba potvrdit vlozeni Spicek do pfistroje.

6. Do zkumavky MagNA Tube 2 ml bylo napipetovano 1 ml krevni plasmy.

7. Zkumavka se vzorkem byla vloZena do stojanu do fady S a stojan umistén do
pfistroje.

8. Na displeji byly vzorky pojmenovany a bylo potvrzeno jejich vloZeni.

9. Do mensiho stojanu byla umisténa prazdna zkumavka MagNA Tube 2 ml do fady
E a stojan byl vlozen do pfistroje.

10. Na displeji bylo potvrzeno vlozeni elu¢ni zkumavky.

11. Po provedeni kontroly udajt na displeji je mozno spustit izolaci.

4.2.1.2. Mag Bind (Protokol 2a a 2b)
Dalsi zkouSenou metodou byla izolace s pomoci kitu Mag-Bind® c¢fDNA od firmy Omega
Bio-Tek. Izola¢ni kit Mag Bind umoziiuje si zvolit modifikované protokoly dle velikosti
fragmentli. Modifikovany protokol 1 (protokol 2a) je pro fragmenty mensi nez 50 part
bazi. Modifikovany protokol 2 (protokol 2b) je pro fragmenty mensi nez 75 para bazi.
Protokoly se 1i$i mnoZzstvim pouzitého JSB pufru a 100% isopropanolu. Vice v bodé 7.
Prvnim ptipravnym krokem je natedéni SPW pufru 100% etanolem. SPW pufr byl nafedén
100 ml 100% etanolu a poté na vortexu zamichan. Druhym ptipravnym krokem je
resuspendovani magnetickych ¢astic Mag-Bind® pomoci vortexovani. Pfed izolaci

inkubujeme v inkubatoru na 60 °C. Nyni lze pokraovat podle nasledujicich kroku:

1. Bylo ptiddano 500 — 1000 pl plasmy do 15 ml centrifugacni zkumavky.
Bylo ptidano 15 pl roztoku s proteindzou K.
Bylo ptidano 67 pl DS pufru.

Smés byla michana na vortexu na maximalni rychlost.

A

Zkumavka se smési byla vloZena na 20 minut do inkubatoru pii teplote 60 °C.
Kazdych 10 minut byla zkumavka michéana.

6. Po dobu 10 minut zkumavka chladla v pokojové teplot¢.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.
27.

Byl pfidan 1 ml JSB pufru a I ml 100% isopropanolu pro modifikovany protokol 1
(protokol 2a) nebo byly ptidany 2 ml JSB pufru pro modifikovany protokol 2
(protokol 2b) a smés zamichéna na vortexu na nejvyssi rychlost po dobu 30 vtefin.
Bylo ptidano 5 pl magnetickych ¢astic Mag-Bind ®. Za pomoci pipety promichano
a nechano po dobu 10 minut v tfepacce.

Byl pieveden 1 ml lysatu do 1,5 ml mikrocentrifugacni zkumavky.

Zkumavka byla vloZena do magnetického separatoru a ponechana v pokojové
teploté, neZ bude roztok Ciry.

Po nasati byl odpipetovan supernatant, tak aby nedoslo ke kontaktu s magnetickymi
kulickami na sténé zkumavky.

Zbyly lysat z kroku 8 byl pfenesen do zkumavky a bylo pockéano, dokud roztok
nebude ciry.

Po vlozeni zkumavky do magnetického separatoru v pokojové teploté je tieba
pockat, nez bude roztok ¢iry.

Po nasati byl odpipetovan supernatant, tak aby nedoslo ke kontaktu s magnetickymi
kulickami na sténé zkumavky.

Zkumavka byla sundéna z magnetického separatoru.

Bylo ptidano 500 pul GT7 pufru v1.1.

Sm¢és byla zamichdna po dobu 2 minut na vortexu.

Po vlozeni zkumavky do magnetického separatoru v pokojové teploté je tieba
pockat, nez bude roztok ¢iry.

Po nasati byl odpipetovan supernatant, tak aby nedoslo ke kontaktu s magnetickymi
kulickami na sténé zkumavky.

Byly zopakovany kroky 15-19.

Zkumavka byla sundana z magnetického separatoru.

Bylo ptidano 500 pl SPW pufru.

Smés byla zamichdna po dobu 2 minut na vortexu.

Po vlozeni zkumavky do magnetického separatoru v pokojové teploté je tieba
pockat, nez bude roztok €iry.

Po nasati byl odpipetovan supernatant, tak aby nedoslo ke kontaktu s magnetickymi
kulickami na sténé zkumavky.

Byly zopakovany kroky 21-25.

Zkumavka byla sundana z magnetického separatoru na pfiblizné 30 vtefin.
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28. Zkumavka byla znovu umisténa na magneticky separator.

29. Byl odpipetovan zbyly SPW puft.

30. Po dobu 25 minut byly ponechany magnetické kulicky k vyschnuti.

31. Zkumavka byla sundana z magnetického separatoru.

32. Bylo ptidano 20-60 pl elu¢niho pufru.

33. Smés byla po dobu 5 minut michana na vortexu.

34. Po vlozeni zkumavky do magnetického separatoru v pokojové teploté je tteba
pockat, nez bude roztok ¢iry.

35. Ciry supernatant obsahujici izolovanou DNA byl pfesunut do &isté 1,5 ml

zkumavKky.

4.2.1.3. MiniMaX (Protokol 3)
Posledni zkouSenou izola¢ni metodou byla izolace s pomoci kitu MiniMax™ High
Efficiency cfDNA od firmy Apostle. Pfed izolaci byl zapnut inkubator na 60°C. Nyni lze

pokracovat dle nasledujicich krok:

1. Do 15 ml zkumavky bylo ptidano 40 pl proteinazy K, 1 ml krevni plasmy a 100 ul
lyzac¢niho pufru.

2. Zapomoci vortexu byla reakéni smés promichana a nasledné vlozena do
inkubatoru na 20 minut pfi teploté 60°C.

3. Po skonceni inkubace byla zkumavka zchlazena na pokojovou teplotu.

4. Bylo smichano 1,25 ml cfDNA Lysis/Binding roztoku a 15ul magnetickych
nanocastic.

5. Piipraveny roztok byl piidan do smési s plasmou a zamichan na vortexu.

6. Na 10 minut byla smés vlozena do tiepacky.

7. Na 5 minut byla zkumavka s reakéni smési umisténa na magnet, dokud roztok
nebude ciry.

8. Opatrné byl odpipetovan supernatant.

9. Zkumavka byla sundana z magnetu a bylo pfidano 1 ml Apostle MiniMax™
cfDNA Wash Solution a zamichan za pomoci vortexu.

10. Roztok s vzorkem byl pfesunut do nové 1,5 ml mikrocentrifugacni zkumavky
a ptivodni zkumavka byla ponechana stranou.

11. 1,5 ml zkumavka byla umisténa na magnet na 1 minutu.
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12.

13.

14.
15.

16.

17.
18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.
25.

26.

27.

28.

29.

Supernatant z 1,5 ml zkumavky byl pouzit k vyplachnuti 15 ml zkumavky

a vSechny zbyvajici nanocastice byly pieneseny do 1,5 ml zkumavky. 15 ml
zkumavka byla vyhozena.

1,5 ml zkumavku byla umisténa na magnet po dobu 2 minut nebo dokud nebude
roztok ¢iry.

Supernatant byl opatrné odstranén.

1,5 ml zkumavka byla sundédna z magnetu a byl pfidan 1 ml Apostle MiniMax™
cfDNA Wash Solution a s pomoci vortexu byla smés michana po dobu 30 vtefin.
1,5 ml zkumavka byla michéna, nez se roztok usadi u dna a poté byla umisténa na
magnet po dobu 2 minut nebo dokud nebude roztok ciry.

Supernatant byl opatrné odstranén.

Apostle MiniIMAx™ cfDNA 2nd Wash Solution byl nafedén s etanolem v poméru
1:4. Celkem budou potieba 2 ml tohoto roztoku.

1,5 ml zkumavka byla sunddna z magnetu a bylo pfidano 1 ml roztoku
pfipraveného v bodé¢ 18 a poté byl roztok zamichan na vortexu po dobu 30 vtefin.
1,5 ml zkumavka byla centrifugovana a poté umisténa na magnet po dobu 2 minut
nebo dokud nebude roztok ciry.

Supernatant byl opatrné odstranén.

Byly zopakovany kroky 19-21.

1,5 ml zkumavka byla sunddna z magnetu a centrifugovéana Poté byla umisténa po
dobu 2 minut na magnet nebo dokud nebude roztok ¢iry.

Veskera zbyla tekutina z 1,5 ml zkumavky byla odstranéna.

1,5 ml zkumavka byla ponechdna na magnetu a po dobu 3 minut dokud nanocastice
nevyschnuly.

1,5 ml zkumavka byla sunddna z magnetu a bylo pfidano 20 pl Apostle MiniMax™
cfDNA Elution Solution.

Za pomoci vortexu byla zamichéana 1,5 ml zkumavka s roztokem, dokud se
neresuspenduji magnetické ¢astice a poté byla jesté déle michana po dobu 5 minut.
1,5 ml zkumavka byla centrifugovana a umisténa na magnet po dobu 2 minut nebo
dokud roztok nebude ¢iry.

Supernatant obsahujici cfDNA byl pienesen do Cisté zkumavky.
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4.2.2. Vybér primeri
Pro zjisténi chovani jednotlivych primert v reakéni smési, byly provedeny experimenty,
kde nebylo ménéno slozeni reakéni smési a do kazdé pozice byl vlozen vzdy jiny par

primert.. Namichana reak¢ni smés pro jednu pozici Cipu je popsana v Tabulce 5.

Tabulka 5: Tabulka objemu a koncentraci reaktantll pro experiment s vybérem primert.

Reaktant Objem Koncentrace
Mastermix 12,5 ul

Evagreen 1,9 ul 25 uM
Voda 1,6 pl

Alexa 1l 0,2 uM
Sonda 21 1l 6,25 UM
Pér primerti 18 1 ul 3,125 uyM
Pér primerti 21 1 ul 3,125 uyM
DNA Sul 2 ng/ul

Pro test primert chromosomu 18 byly jako referen¢ni primery pro chromosom 21 pouzit
par primert D. Pro test primert chromosomu 21 byly jako referen¢ni primery pro
chromosomu 18 pouzit par primer A. (Tabulky 2 a 3) Referencni pary primera byly
vybrany dle pfedchozich zkusSenosti laboratofe. Reak¢ni smés byla pfipravena vzdy

s referen¢nim parem primert a nasledné rozpipetovana do 2 ml zkumavek ve kterych byl
do smési ptidan testovany par primert a nasledné DNA. Po vortexovani a stoceni byla

sm¢s rozpipetovana do jednotlivych pozic na ¢ipu.

4.2.3. Vybér poctu primeru
Pro ziskéani co nejvyssiho poctu pozitivnich signala je zddouci optimalizovat reakei tak,
aby dochézelo k tvorbé co nejvyssiho mnozstvi riznych amplikonid z obou chromosomii.
Postupné byly ptidany do reakéni smési pary primeril a bylo zjistovano, jak to ovlivni
vysledek méfeni. Nejprve byla namichana reak¢éni smés bez primert v nésledujicim sloZeni

dle Tabulky 6.
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Tabulka 6: Objemy a koncentrace reaktantil pro experiment s vybérem poctu primert.

Reaktant Objem Koncentrace
Mastermix 12,5 ul

Evagreen 1,9 ul 25 uM
Voda 1,6 ul

Alexa 1wl 0,2 uM
Sonda 21 1l 6,25 uM
DNA Sul 1 ng/ul

Poté byly pary primeri pfidany do smési tak, aby vzdy jejich celkovy objem se rovnal 1 pl
a byla zachovana koncentrace jednotlivych primerti 3,125 uM. Primery byly vybrany dle
vysledki pfedchoziho experimentu — viz Tabulka 7.

Tabulka 7: Postupné piidavani part primerti do smeési.

Pozice | Pary primertal8 Pary primert 21
1 A D

2 AB DH

3 ABD DHK

4 ABDH DHKL

5 ABDHJ DHKLM

6 ABDHIM DHKLMP

7 ABDHJMR DHKLMPR

4.2.4. Vybér koncentrace a objemu reaktanti
4.2.4.1. Primery

Pro zjisténi vlivu koncentrace primert na vysledek méfeni bylo ptipraveno nékolik sad

experimentl. Nejprve byla vyzkouSena nésledujici fedici fada:

1. pozice ¢ipu: 3,125 uM primert
2. pozice ¢ipu: 1,56 uM primeri
3. pozice ¢ipu: 0,78 uM primerti
4. pozice ¢ipu: 0,20 M primerii
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Pro chromosom 18 byly pouzity pary primerd ABDH a pro chromosom 21 DHKL. Poté
byla pfipravena nize uvedena reakéni smés a rozpipetovana. V tomto slozeni byly
provedeny dva experimenty, v nichz byl rovnéz porovnavan vliv mnozstvi DNA na
vysledek experimetu. Bylo porovnavano mnozstvi DNA 0,2 ng/ul oproti 1 ng/ul. Smés

byla pfipravena dle Tabulky 8.

Tabulka 8: Objemy a koncentrace reaktantdi pro experiment s riznymi koncentracemi
primerd.

Reaktant Objem Koncentrace
Mastermix 12,5 ul

Evagreen 1,9 pl 25 uM

Voda 1,6 pl

Alexa 1l 0,2 uM

Sonda 21 1 ul 6,25 uM

Pary primert 18 (A, B, D, H) 1wl Viz tfedici fada

Pary primert 21 (D, H, K, L) 1wl Viz tfedici fada

DNA Sul 0,2 ng/ul nebo 1 ng/ul

V dalsi sad¢ experimentti jiz bylo ponechano testovaci mnozstvi DNA na 1 ng/ul a byly
vyzkouseny jest¢ vyssi koncentrace primeri. Krom¢ mnozstvi DNA a koncentrace primert

se slozeni reak¢ni smési neménilo. Vyzkouseny byly nasledujici koncentrace primert:

1. ¢ip
pozice Cipu: 2,37 uM primerti
pozice Cipu: 3,55 uM primera

pozice ¢ipu: 5,33 uM primera

b

pozice Cipu: 8§ uM primert
2. Cip

1. pozice Cipu: 8,9 uM primert
pozice ¢ipu 22,2 uM primerii

pozice ¢ipu: 33,3 uM primerti

Eall

pozice ¢ipu: 50 uM primerti
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4.2.4.2. Vliv koncentrace mastermixu v reakci
Dale byly vyzkouseny experimenty, ve kterych bylo upravovano mnozstvi mastermixu
v reak¢ni smési. S cilem odhalit, jak mnoZzstvi mastermixu ovliviiuje rozdily fluorescence
a moznost jednozna¢ného nastaveni jednotlivych prahii fluorescence. Pozice na

jednotlivych Cipech byly ptipraveny takto:

1. pozice 12,5 pl mastermixu a 1,6 pl vody.
2. pozice 10,5 pl mastermixu a 3,6 pl vody
3. pozice 8,5ul mastermixu a 5,6 pl vody
4

. pozice 6,5 pl mastermixu a 7,6 pl vody
Dalsi reaktanty byly pfidany v uvedeném mnoZstvi podle Tabulky 9.

Tabulka 9: Objemy a koncentrace reaktantli pro experiment s variabilnim mnoZzstvim
mastermixu.

Reaktant Objem Koncentrace
Evagreen 1,9 ul 25 uM
Alexa 1wl 0,2 uM
Sonda 21 1l 6,25 uM
Pary primert 18 (A, B, D, H) 1wl 5uM

Pary primert 21 (D, H, K, L) 1wl 5 uM

DNA Sul 1 ng/ul

Druhy experiment zuzitkoval poznatky z pokust ohledné koncentrace primert. Byly
piipraveny dva Cipy. Do prvniho ¢ipu byly vlozeny primery o koncentraci 8uM a do
druhého o koncentraci SuM. A podobné jako v pfedchozim experimentu byly Cipy

naplnény riiznym mnozstvim mastermixu a dal§imi reaktanty podle Tabulky 10.

1. pozice 12,5 pl mastermixu a 1,6 pl vody.

2. pozice 10,5 pl mastermixu a 3,6 pl vody

3. pozice 8,5ul mastermixu a 5,6 pl vody

4. pozice 12,5 pl mastermixu a 1,6 pl vody jako negativni kontrola bez DNA
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Tabulka 10: Objemy a koncentrace reaktantii pro experimenty s variabilnim mnozstvim
mastermixu.

Reaktant Objem Koncentrace
Evagreen 1,9 ul 25 uM
Alexa Il 0,2 uM
Sonda 21 1l 6,25 uM
Pary primert 18 (A, B, D, H) 1 ul S5uM

Péry primerti 21 (D, H, K, L) 1 ul S5uM

DNA Sul 1 ng/ul

4.2.4.3. Vliv koncentrace DNA v reakci
Poslednim krokem optimalizace bylo nalezeni vhodného mnoZstvi DNA, které po izolaci
z krevni plasmy budeme ptidavat do reakéni smési. Po izolaci z krevni plasmy nebyla
znama koncentrace DNA ve vzorku, je ale moznost se rozhodnout, z kolika ml krevni
plasmy bude vzorek DNA izolovéan, ¢i zda nebude po izolaci DNA odparem vody vzorek
jeste vice koncentrovan. V této sérii experimentli nebyly ménény objemy DNA vzorku
v reakéni smési s cilem zjistit, jak koncentrovani DNA pomaha k zisku lepsSich vysledki.
V téchto experimentech jiz bylo pracovano s DNA izolovanou z krevni plasmy kontrolnich
pacientli. V prvnich tfech experimentech bylo ponechano nésledujici slozeni reakéni smési,

jak je uvedeno v Tabulce 11.

Tabulka 11: Objemy a koncentrace reaktantli pro experiment s mnozstvim DNA.

Reaktant Objem Koncentrace
Mastermix 10,5 ul

Evagreen 1,9 pl 25 uM
Voda 3,6 ul

Alexa 1 ul 0,2 uM
Sonda 21 1 ul 6,25 uM
Pary primert 18 (A, B, D, H) 1 ul SuM

Pary primert 21 (D, H, K, L) 1 ul SuM

DNA Sul Neznama
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DNA pro prvni experiment byla ziskana z 1 ml krevni plasmy a ziskanych 50 ul DNAbylo
jesté odparem zakoncentrovano na 22,5 pul DNA. K odparu byl pouzit stroj IR MICRO-
CERVAC model NB-503CIR od spolec¢nosti N-BIOTEK nastaveny na teplotu 37 °C po

dobu 25 minut a 1700 otackami za minutu. Reakéni smési poté naplnila 4 pozice na 1 Cipu.

Pro druhy experiment bylo z 1 ml krevni plasmy izolovano 50 pul DNA a ty byly doplnény

vodou na 62 pl. Reakéni smés poté naplnila 12 pozic na 3 Cipech.

Pro tfeti experiment byla izolovana DNA z 2 ml krevni plasmy a vyslednych 50 ul z obou
mililitrti krevni plasmy bylo na stroji IR MICRO-CERVAC odparem zakoncentrovano po
dobu 18 minut pii teploté 37 °C, aby byl ziskan findlni objem 62 pl DNA.

Ve ¢tvrtém experimentu bylo izolovano z 2 ml krevni plasmy a ziskanych 100 pl jiz nebylo
dale koncentrovano. Ve ctvrtém experimentu bylo zménéno slozeni reakéni smési a to tak,
ze misto 3,6 ul vody bylo pouzito jen 0,6 pl a misto 5 ul DNA bylo do kazdé pozice dano

8 ul DNA.

4.2.5. Konecny design experimentu
Po dokonceni optimalizace byly vzorky zpracovany nasledujicim zptisobem. Nejprve byla
z 1 ml krevni plasmy izolovana DNA v celkovém mnozstvi 55 pl pomoci MagNa, ktera

bylo jesté nafedéna destilovanou vodou na 65 pl. Dale byla ptipravena reakéni smés

v nadbytku dle Tabulky 12.

Tabulka 12: Objemy a koncentrace reaktantii kone¢ného designu multiplexu.

Reaktant Objem Koncentrace
Mastermix 10,5 ul

Evagreen 1,9 pl 25 uM
Voda 3,6 ul

Alexa 1 ul 0,2 uM
Sonda 21 1 ul 6,25 uM
Pary primert 18 (A, B, D, H) 1 ul SuM

Pary primert 21 (D, H, K, L) 1 ul SuM

DNA 5ul Neznama

63



Vsechny reaktanty byly nejprve rozmrazeny v pokojové teploté a poté centrifugovany

a sto¢eny. Poté bylo az ptistoupeno k pipetovani. Reakéni smes byla pfipravovana

v nadbytku pro celkem 13 pozic. Po namichdni smési ve zkumavce na chladici podlozce
byla smés jesté jednou vortexovana a zcentrifugovana. Poté byla smés po 25 pl
rozpipetovana do 12 pozic na tiech Cipech. Bylo tedy vytvoreno 12 technickych replikatt
z jednoho vzorku. Pozice na ¢ipu byla vzdy uzaviena po 2 minutach od napipetovani

reakéni smési, po obsazeni vSech ¢tyfech pozic byl ¢ip vlozen do PCR cykleru.

4.2.6. Nastaveni prahovych hodnot fluorescence pro interpretaci
vysledkii

S pomoci softwaru Crystal Miner je uZivatel schopen manualn¢ nastavit prahové hodnoty
na vyslednych 1D ¢i 2D grafech. Préh nemusi byt vzdy jednoznacény a ¢loveék obsluhujici
piistroj mize tak snadno ovlivnit vysledek. VSechny skeny vzorki proto byly hodnoceny
ttikrat tak, aby bylo mozné vyhodnotit miru shody jednotlivych setli métfeni. Nastaveni
jednotlivych prahti je popsano v Obrazku 9. Program Crystal Miner vypocita pocet kopii
na pl podle nastavenych prahi. Vse, co se nachazi nad ur€enym prahem zahrne program do
vypoctu. Pro naméteni poctu kopii jednotlivych chromosomd, je potfeba urcit celkem tii
prahy a az po jejich vzajemném odecteni ziskame konkrétni pocet kopii na pl. Zeleny prah
z Obrazku 9, tak urc¢i pocet kopii na pul chromosomt 18 a 21 dohromady 1 véetné dvojité
pozitivnich (18+21+DP). Cerveny prah vypoé&ita poéet kopii na ul pro chromosom 21
a dvojité pozitivni (21+DP). Posledni zluty prah vypocita pocet kopii na pl pro dvojité

pozitivni (DP). Pro vypocet poctu kopii na pl chromosomu 18 plati tedy nasledujici vztah:
Chr.18 = (18 + 21+ DP) — (21 + DP) + (DP)
Pro pocet kopii na pl pro chomosom 21 plati nésledujici vztah:
Chr.21 = (21+ DP)

Z téchto hodnot poté je vypocten jejich vzajemny pomér poctu kopii na pl chromosomt 18
a 21, ktery je pfedmétem z&jmu celého méfeni.

Chr.21
Chr.18

Vysledny pomér =
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Obrazek 9: Princip hodnoceni vysledki. Graf znazoriiuje hladiny fluorescence
jednotlivych kompartmentii. Pod zelenou ¢arou se nachazi komparmenty bez cilové DNA.
Mezi Cervenou a zelenou €arou se nachazi kompartmenty, ve kterych je DNA

z chromosomu 18 s navazanym barvivem EvaGreen. Mezi Zlutou a ¢ervenou ¢arou se
nachazi kompartmenty s DNA z chromosomu 21 jak s navazanym barvivem EvaGreen, tak
1 aktivovanou flourescenc¢ni sondou. Nad Zlutou ¢arou se nachazi kompartmenty s DNA
jak z 18., tak 1 z 21. chromosomu.

4.3.VySetreni klinickych vzorku
Obé¢ skupiny klinickych vzorkl byly vysetieny podle optimalizovaného protokolu
s mnozstvim reaktanta dle Tabulky 12 v ptfedchozi kapitole. Vzorky byly zpracovany v 12
technickych replikatech pro zajisténi co nejveétsi presnosti. Nasledné v programu Crystal
Miner byl z vyslednych dat vypocitan pocet kopii sledovanych sekvenci chromosomu 18
a 21 na pl. Z té€chto 0dajt byl nasledné vypocitan vzajemny pomér chromosomu 21 ku

chromosomu 18.

4.4.Statisticka analyza
Pro stanoveni specifity a senzitivity naseho multiplexu jsme namétfena data statisticky
zpracovali v programu MedCalc, ktery po ur€eni prevalence sledované choroby (Downtv
syndrom 1/800) a importovani naméfenych dat dokaZe vygenerovat ROC kiivky
a vypocitat pravé hledanou specifitu a senzitivitu. Pfesnost metody byla vypoctena
v programu Excel spole¢nosti Microsoft v souladu s publikaci (Majumdar et al.
2015).Mann-Whitneytv test byl proveden v online kalkulatoru na webu

WWW.socscistatistics.com.
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5. Vysledky

5.1.0ptimalizace
5.1.1. Izolace DNA

Pro izolaci DNA z krevni plasmy jsme vyzkouseli celkem 3 metody. Automatickou izolaci

MagNa (Roche), izola¢ni kit Mag-Bind® (Omega) a izolac¢ni kit MiniMax (Apostle).

Tabulka 13: Tabulka porovnavajici vysledky izolace MagNa (protokol 1) a MiniMax

(protokol 3).
Metoda Pocet Pocet kapek pozitivnich | Pocet kapek pozitivnich
izolace analyzovatelnych | pro chromosom 18 pro chromosom 21
kapek celkem
MagNA 250792 36313 39854
(protkol 1)
MiniMax 266551 36309 40852
(protokol 3)
Tabulka 14: Tabulka porovnavajici vysledky izolace MagNa (protokol 1) a MagBind
(protokol 2a).
Metoda Pocet Pocet kapek pozitivnich | Pocet kapek pozitivnich
izolace analyzovatelnych | pro chromosom 18 pro chromosom 21
kapek celkem
MagNA 277410 32570 31203
(protokol 1)
MagBind 280343 1137 1037
(protokol 2a)
Tabulka 15: Tabulka porovnavajici vysledky izolace MagNa (protkol 1) a MagBind
(protokol 2b).
Metoda Pocet Pocet kapek pozitivnich | Pocet kapek pozitivnich
izolace analyzovatelnych | pro chromosom 18 pro chromosom 21
kapek celkem
MagNA 218673 137358 135156
(protokol 1)
MagBind 258594 15530 16642
(protokol 2b)

Jako hlavni hodnotici kritéria jsme urcili pocet analyzovatelnych kompartmentt (kapek)

a pocet pozitivnich kapek. 1zola¢ni kit MiniMax ma srovnatelné vysledky izolace jako

automatickd izolace MagNa, zndzornéno v Tabulce 13. Naopak izola¢ni kit MagBind
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nedosahuje ani v jednom pfipadé takovych hodnot, jako automaticka izolace MagNa, jak
se l1ze ptresvédcit v Tabulkach 14 a 15. Jako hlavni metoda izolace byla zvolena
automatickéd izolace MagNa. MagNa oproti kitu MagBind dosahovala lepsich vysledki

a oproti kitu MiniMax je jeji jednozna¢nou vyhodou automatice a moznost si v pribéhu

izolace pfipravit navazujici PCR experiment.

5.1.2. Vybér primeri
Vyzkouseli jsme 20 pard primerd pro chromosom 18 a 20 parti primerti pro chromosom
21, které pouzili Tan a kolektiv (Tan et al. 2019). Jednotlivé pary primert jsme vybirali
podle toho, jak dobfe maji oddéleny negativni hladinu fluorescence od hladiny
fluorescence chromosomu 18 a zaroven jak jsou oddéleny hladiny fluorescence
chromosomii 18 a 21. Vybirané primery pro kazdy chromosom musi mit také hladiny
fluorescence v podobné vysi, aby nedochazelo k piekryvu fluorescencnich hladin. Pro
chromosom 18 byly vytypovany primery A, B, D, H, J, M, R jejichZ spole¢ny graf je

prezentovan v Obrazku 10.
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Obrazek 10: Graf pard primerd pro chromosom 18 vybranych pro dalsi experimenty. Na
ose X jsou popsany jednotlivé pozice ¢ipu. Pozice odpovidaji nasledujicim parim primerd:
1=A, 2=B, 4=D, 8=H, 10=J, 13=M, 18=R. Nejnizsi Seda vrstva odpovida negativni DNA,
nejniz8i modra vrstva odpovida kompartmentiim s amplikony z chromosomu 18, stfedni
modré vrstva odpovidd kompartmentiim s amplikony ziskanymi za vyuZiti paru primera
21D a nejvyssi modra vrstva odpovida dvojité pozitivnim kompartmentim s amplikony

z obou chromosomtl.
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Pro chromosom 21 byly vytipovany primery D, H, K, L, M, P, R jejichz spole¢ny graf je
na Obrazku 11.
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Obrazek 11: Graf part primera pro chromosom 21 vybranych pro dalsi experimenty. Na
ose X jsou popsany jednotlivé pozice Cipu. Pozice odpovidaji nasledujicim primertim:
4=D, 8=H, 11=K, 12=L, 13=M, 16=P, 18=R. Nejnizsi Seda vrstva odpovida negativni
DNA, nejnizs$i modra vrstva odpovida amplikoniim ziskanym pomoci paru primerti 18A,
sttedni modra vrstva odpovida amplikoniim z chromosomu 21 a nejvyssi modra vrstva
odpovida dvojité pozitivnim kompartmentiim s amplikony z obou chromosom1.

5.1.3. Vybér poctu primeri
Vysledek experimentu nas presveédcil o tom, ze nejvhodnéjsi pocet primera budou 4
primery pro chromosom 18 a 4 primery pro chromosom 21. Pi vys$Sim poctu primert jiz
nelze jednoznacné urcit rozhrani mezi hodnotami fluorescence pro jednotlivé chromosomy
a tim padem neni mozné vzorky vyhodnotit. Vlivu poc¢tu primert v multiplexu je

dokumentovan v Obrazku 12.
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Obrazek 12: Vysledny graf vlivu poctu part primerii na méteni. Popisky na ose X

odpovidaji poctu primert pro jednotlivé chromosomy.

Zarovei jsme se 1 presveédcili dle Tabulky 16, ze vice primerti znamena vice pozitivnich

¢astic, coz je pro presnost méieni dilezité.

Tabulka 16: Vysledné pocty ¢astic v zavislosti na poctu primera.

Pozice | Primery 18 Primery 21 Pocet pozitivnich ¢astic
1 A D 1065

2 AB DH 1495

3 ABD DHK 2572

4 ABDH DHKL 2789

5 ABDHIJ DHKLM Neurcitelné

6 ABDHIM DHKLMP Neurcitelné

7 ABDHIMR DHKLMPR Neurcitelné
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5.1.4. Vybér koncentrace a objemu reaktantu

5.1.4.1. Primery
Vysledky experimentii zaméfenych na koncentraci primert ukazaly, ze vhodna
koncentrace pro vybranou sadu primert se bude pohybovat n¢kde okolo 5 uM maximalné
8 uM. Pri této koncentraci lze jesté rozlisit jednotlivé hladiny fluorescence, jak je
dokumentovano v Obréazku 13. Pfi vyssich koncentracich za¢nou tyto hladiny splyvat.
Zaroven s vyssi koncentraci primerti roste i pocet pozitivnich ¢astic. Pro dalsi praci byla

tedy vybrana koncentrace primert 5 M.
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Obrazek 13: Vysledny graf pro experiment s koncentraci primert. V pozici 4 je
koncentrace 2,37 uM, v pozici 7 je koncentrace 5,33 uM, v pozici 8 je koncentrace 8uM a
v pozici 12 je koncentrac 50 uM.

5.1.4.2. Vliv koncentrace mastermixu v reakci
Experiment s fedénim mastermixu ndm ukézal, Ze pokud sniZime jeho mnozstvi v reakei,
dostaneme vice pozitivnich ¢astic, ovSem za cenu horsi kvality, protoze se ve vzorcich
objevovalo vice saturovanych objektl. Jediny vzorek, ktery byl softwarem vyhodnocen
jako dostate¢né kvalitni, byl ten s 10,5 pul mastermixu v reakci. Vysledné hodnoty

optimalizacnich experimentil shrnuje Tabulka 17.
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Tabulka 17: Tabulka porovnavajici kvalitu jednotlivych méfent.

Mnozstvi Pocet platnych | Pocet pozitivnich Pocet saturovanych
mastermixu castic castic objektl

12,5 ul 9555 3376 67

10,5 ul 20344 6627 85

8,5 ul 21918 6694 107

6,5 ul 26356 8620 298

Co se ty¢e moznosti interpretace, vzorky s 10,5 pul a 8,5 pul mastermixu maji nejlépe
oddélené rozhrani mezi kompartmenty obsahujicimi amplikony z jednotlivych
chromosomil. Mezi fluorescenci negativnich kapek a fluorescenci kapek s amplikony
z chromosomu 18. chromosomu nejsou vidét vyrazné rozdily u vSech vzorkd, jak

dokumentuje Obrazek 14.

Obrazek 14: Vysledny graf pro rizny objem mastermixu v reakci. V pozici 1 je 12,5 pl
mastermixu, v pozici 2 je 10,5 pl mastermixu, v pozici 3 je 8,5 pl mastermixu a v pozici 4
je 6,5 ul mastermixu.

Druhy experiment kromé mnoZstvi mastermixu operoval jesté s koncentraci primerd. Na
Obrazcich 15 a 16 si mizeme vSimnout, ze 1épe Citeln€jsi rozhrani se nachazi u vzorkd,
v nichz byly primery o koncentraci 5 uM. Zvolili jsme tedy jako konecnou koncentraci

primerd 5 uM a mnozstvi mastermixu 10,5 pl.
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Obrazek 15: Vysledny graf pro experiment s koncentraci primerti 5 uM. V pozici 1-1 je
12,5 pl mastermixu, v pozici 1-2 je 10,5 pl mastermixu a v pozici 1-3 je 8,5 pl mastermixu.
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Obrazek 16: Vysledny graf pro experiment s koncentraci primerti 8uM. V pozici 3-1 je
12,5 pl mastermixu, v pozici 3-2 je 10,5 pul mastermixu a v pozici 3-3 je 8,5 ul mastermixu.

72



5.1.4.3. Vliv koncentrace DNA v reakci
Ziskané vysledky byly ptiblizné dle ocekavani. Vzorky, kde jsme DNA koncentrovali,
m¢ély vyssi podil pozitivnich ¢astic nez vzorky, které jsme nechali s ptivodnim objemem ¢i

fedili. Nevyhodou ale je, ze pii vyssi koncentraci DNA se nam htife rozliSuji jednotlivé

hladiny fluorescence, coz by mohla byt komplikace. Vse je znazornéno v Obrazku 17
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Obrazek 17: Graf porovnavajici vliv mnozstvi a koncentrovani DNA. Na obrazku byla
pro zachovani piehlednosti vybrana vzdy jedna pozice z 12. Na ose X jsou oznaceny
pozice jednotlivych experimentti. 1 =22 pl DNA z 1 ml plasmy (odpatfovano), 2= 62 ul
DNA z 1 ml plasmy, 3 =62 ul z 2 ml plasmy (odpatovano), 4 = 100 ul DNA z 2 ml
plasmy

Nejlépe rozlisitelna byla situace Cislo 2, kde byla DNA vyizolovana z 1 ml krevni plasmy

a bez fedéni a odpatovani byla rozpipetovana do jednotlivych pozic.

5.1.5. Konecny design experimentu
Po dokonceni optimalizace byly vzorky zpracovavany dle optimalizovaného protokolu.
Z jednoho vzorku bylo vytvofeno 12 technickych replikati, které byly pro findlni vypocet
koncentrace v programu Crystal Miner spojeny. Ukazku naméteného vzorku mizete vidét

v Obrazku 18.
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Obrazek 18: Ukazka koneéného designu experimentu. Na ose X jsou ¢isla jednotlivych
technickych replikatii. Sedivé jsou oznadeny negativni kompartmenty. Dale Ize rozlisit dvé
vyrazné modré hladiny, nizsi pro amplikony z chromosomu 18 a vyssi pro amplikony

z chromosomu 21. Nad hladinou pro chromosomu 21 se obcas vyskytuji dvojité pozitivni
kompartmenty obsahujici amplikony jak z chromosomu 18, tak z chromosomu 21.

Po vypocitani poctu kopii na pl sekvenci ze sledovanych chromosomii je pak mozno
pristoupit k vypoctu jejich poméru. Vzdy je pocitan pomér poctu kopii/pl amplikonti
z chromosomu 21 ku poctu kopii/ul amplikoni z chromosomu 18. Tyto namétené poméry

jsou pak vysledkem nasi diagnostické metody

5.1.6. Nastaveni prahovych hodnot fluorescence
Prahy mezi hodnotami fluorescence jednotlivych typti Castic jsme v programu Crystal
Miner stanovovali celkem ttikrat a poté byl z jednotlivych méfeni vypocten pramér

a smérodatna odchylka. Viz Obrazek 9 v metodach.

V nékterych piipadech jsou vysledky méteni témét identické, ale v nékterych si miizeme
vSimnout velké smérodatné odchylky. VétSina vzorkl s velkou smérodatnou odchylkou
nema jasn¢ viditelna rozhrani a v n€kterych piipadech se klastry ¢astic prekryvaji. Proto se
namétené vysledky tolik lisi. Vysledky jednotlivych poméra ze tfech opakovanych méfeni

jsou k nahlédnuti v Tabulce 18 pro trisomie a v Tabulce 19 pro zdravé kontroly.
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Tabulka 18: Vysledky 3 sérii méteni pro soubor vzorki s trisomii chromosomu 21
u plodu. Jedna se o naméfené pomeéry poctu kopii/ul amplikont z chromosomu 21 ku poctu
kopii/ul amplikond z chromosomu 18. ¢ = smérodatna odchylka.

T21, ¢islo ‘. e v o
1. méfeni| 2. méfeni| 3. méfeni| Primer c
vzorku

1 1,2058 11,1925 11,2120 ]1,2035 0,0081
2 1,3360 1,3229  1,3457 ]1,3349 0,0094
3 1,2099  1,2246  1,2483 |1,2276 0,0158
4 1,1735 1,1600 1,1930 |1,1755 0,0135
5 1,2463  1,2381 1,2419 |1,2421 0,0033
6 1,2084  1,2099 11,2052 ]1,2078 0,0019
7 1,1635 11,1222 1,1752 |1,1536 0,0227
8 1,1006 1,0923 1,1038 [1,0989 0,0049
9 1,1548 1,1400 11,1156 |1,1368 0,0162
10 1,1507 11,1431 1,1566 |]1,1501 0,0055
11 1,0591 11,1022 1,1106 [1,0907 0,0225
12 1,1612 1,2042 11,1932 |1,1862 0,0182
13 1,0598 1,0739  1,0899 11,0745 0,0123
14 1,1612  1,1881 11,1946 [1,1813 0,0144
15 1,1247 1,1416  1,1400 |]1,1354 0,0076

Primér |1,1677 1,1704 11,1817 |[1,1733 0,0061
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Tabulka 19: Vysledky 3 sérii méfeni pro soubor euploidnich té¢hotenstvich. Jedna se
o namétené poméry poctu kopii/ul amplikonti z chromosomu 21 ku poctu kopii/pl
amplikonl z chromosomu 18. ¢ = smérodatna odchylka.

Kontrola, .y vy v oy

., I. méfeni | 2. méfeni | 3. méfeni Pramér c

Cislo vzorku

1 1,1731 1,1746 1,1829 1,1769 0,0043

2 1,1228 1,1289 1,1047 1,1188 0,0103
1,0717 1,0915 1,0866 1,0833 0,0084

4 1,0391 1,0704 1,0578 1,0558 0,0129

3

5 1,0515 1,0714 1,0617 1,0615 0,0081
6 1,0381 1,0678 1,0701 1,0587 0,0146
7 1,1685 1,1747 1,1685 1,1706 0,0029
8

9

1,1795 1,2336 1,2184 1,2105 0,0228
1,0691 1,0736 1,0819 1,0749 0,0053

10 1,1439 1,1834 1,1695 1,1656 0,0164
11 1,1356 1,1417 1,1456 1,1410 0,0041
12 1,0786 1,0754 1,0748 1,0763 0,0017
13 1,1628 1,1664 1,1584 1,1625 0,0033
14 1,0905 1,1097 1,1079 1,1027 0,0087
15 1,1371 1,1244 1,1528 1,1381 0,0116
16 1,0311 1,0223 1,0244 1,0259 0,0037
17 1,0998 1,0980 1,1024 1,1001 0,0018
18 1,0342 1,0416 1,0356 1,0371 0,0032
19 1,0785 1,0738 1,0820 1,0781 0,0034
20 1,0526 1,0413 1,0331 1,0423 0,0080
21 1,0347 1,0313 1,0270 1,0310 0,0032
22 1,0374 1,0327 1,0408 1,0370 0,0034
23 1,0383 1,0476 1,0432 1,0430 0,0038
24 1,1076 1,1171 1,1103 1,1117 0,0040
25 1,1569 1,1349 1,1384 1,1434 0,0097

Primér 1,0933 1,1011 1,0992 1,0979 0,0033
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5.2.Vysetieni klinickych vzorku

5.2.1. Vyhodnoceni souboru kontrolnich vzorki
Vyse popsanym zpusobem jsme jako prumér ze titech méteni ziskali poméry poctu kopii/pl
amplikonl z chromosomu 21 ku poctu kopii/ul amplikond z chromosomu 18 u vSech
analyzovanych vzorkd. Pro soubor euploidnich téhotenstvi jsme ziskali pramér 1,0978 se
smérodatnou odchylkou 0,523. Od této hodnoty jsme pak nasledné urcily prahy
spolehlivosti, kdy pro 95% hladinu spolehlivosti (1,96 nasobek smérodatné odchylky)
poméry vyssi nez 1,2004 nespadaji mezi euploidni vzorky a pro 99% hladinu spolehlivosti
(2,56 nasobek smérodatné odchylky) vzorky s pomérem nad 1,2328 jsou suspektni
z trisomie 21. chromosomu (Dekking 2005). Vysledky jsou zndzornény v Tabulce 20.

Tabulka 20: Vysledky naméfenych poméri pro kontrolni vzorky. ¢ = smérodatna
odchylka. Gestacni vék T1 = 1. trimestr t€¢hotenstvi. PoC. kap. = pocet analyzovatelnych
kapicek, Dalsi tfi sloupce udavaji také pocet kapicek (negativni, pozitivni pro amplikony

z chromosomu 18 a pozitivni pro amplikony z chromosomu 21).

Kontrola, . . .| Pozitivni| Pozitivni] Pocet kopii/ pul | Pomeér
&islo vzorku Gestacni vék| Poc¢.kap.| Negativni Cir 181 Cir 21 lome 181Che 211 21/18
1 T1 298729 280520 |8149 10060 248,29 |292,20 |1,1769
2 T1 290566 |285316 |2459 2791 73,75 182,50 |1,1187
3 T1 294286 |283371 |5200 5715 154,47 |167,33 |1,0833
4 T1 292621 |287887 [2303 2431 67,48 171,23 |1,0556
5 T1 236745 (221821 |7116 7808 269,48 1286,03 |]1,0614
6 T1 257870 252767 |2481 2622 82,38 187,20 |1,0585
7 T1 273814 1265001 4011 4802 129,00 151,00 |1,1706
8 T1 217102 1210210 3107 3785 124,01 150,07 |1,2101
9 T1 249838 1244459 [2575 2804 89,47 196,17 [1,0748
10 T1 256639 1249094 |3471 4074 117,19 1136,57 |1,1654
11 T1 268682 264733 |1831 2118 59,19 167,53 ]1,1410
12 T1 295362 |291515 |1851 1996 54,08 |58,20 |1,0762
13 T1 312227 |307369 |2232 2626 62,11 172,20 |1,1625
14 T1 292490 |288447 [1915 2128 56,47 162,27 |1,1027
15 T1 197778 194199 |1661 1918 73,05 |83,13 ]1,1380
16 T1 300244 |295460 |2337 2447 67,94 169,70 |1,0259
17 T1 242346 1239842 |1186 1318 42,27 146,50 |1,1001
18 T1 281288 1273573 [3784 3931 116,51 |120,83 |1,0371
19 T1 262612 1254918 [3650 4044 122,62 1132,20 |1,0781
20 T1 229659 1226263 |1648 1748 62,65 65,30 |1,0423
21 T1 287873 281368 |3179 3326 96,32 199,30 ]1,0310
22 T1 285895 272857 6347 6691 195,76 203,00 |1,0370
23 T1 225369 218726 [3224 3419 124,89 1130,27 |1,0430
24 T1 274874 1269416 |2569 2889 82,07 91,23 |1,1117
25 T1 270669 1265659 |[2301 2709 74,87 185,60 |1,1433
Pramér 1,0978
G 0,0523
95% 1,2004
99% 1,2328
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5.2.2. Vyhodnoceni souboru vzorki s T21 u plodu
Pro soubor vzorkii s T21 u plodu jsme ziskali jako primér ze trech méfeni poméry poctu
kopii/pl amplikonti z chromosomu 21 ku poctu kopii/ul amplikont z chromosomu 18.

Vysledné poméry jsme poté hodnotili oproti datim ziskanym z méfeni zdravych kontrol.

Tabulka 21: Tabulka s naméfenymi vysledky vzorkt od t¢hotnych s T21. T1 = 1. trimestr
téhotenstvi, T2 = 2. trimestr t¢hotenstvi, Poc. kap. = pocet analyzovatelnych kapicek, Dalsi
tfi sloupce udavaji také pocet kapicek (negativni, pozitivni pro amplikony z chromosomu
18 a pozitivni pro amplikony z chromosomu 21). N = Negativni vysledek na trisomii 21, P
95 = pozitivni vysledek s 95% jistotou, P 99 = pozitivni vysledek s 99% jistotou.

T21, ¢islo Gestagni vik| Pot kap. | Negativai Pozitivni| Pozitivni| Pocet kopii/ ul | Pomér | Vysledek
vzorku o Chr. 18] Chr. 21| Chr. 18| Chr. 21| 21/18 | vySetieni
1 Tl 256567 1247001 |4278 |5288 |147,55|177,57 [1,2034 |P 95

2 Tl 222140 214513 |3237 |4390 |134,56 |173,07 [1,2861 |P 99

3 Tl 246596 241481 2297 2818 ]102,87 |124,60 [1,2113 |P 95

4 T2 221952 216133 2628 |3191 |118,39|140,53 |1,1871 |N

5 Tl 192789 1180994 |5177 [6618 ]209,95 |258,63 [1,2319 [P 95

6 Tl 241273 235574 |2559 3140 |111,38 |133,70 [1,2004 [P 95

7 Tl 227674 1224005 1690 [1979 |88,73 [104,90 [1,1823 |N

8 T2 262030 |253592 4024 |4414 |136,50 |154,93 11,1350 |N

9 Tl 204209 1198623 |2125 |[3461 |120,93 [140,17 [1,1591 |N

10 T2 292768 282822 |4376 |5570 ]144,39 ]168,50 [1,1670 [N

11 Tl 239527 232564 |3335 |3628 |130,04 [146,37 [1,1256 |N

12 Tl 278692 269009 4409 5274 |141,74 |167,60 [1,1824 |N

13 Tl 278629 272529 2943 |3157 109,97 |124,03 |1,1278 |N

14 T2 229120 224752 |2009 |2359 [99,80 [118,27 [1,1850 |N

15 T2 277242 1264104 6078 |7060 |178,97 |205,63 |1,1490 |N

S pomoci naseho multiplexu jsme 4 vzorky urcili jako trisomické s 95 % jistotou a 1
vzorek se nam podafilo urcit s 99% jistotou. Zbylych 10 vzorki se pohybovalo pod 95 %
hladinou spolehlivosti, jak je zndzornéno v Tabulce 21. S jistotou ale mizeme tvrdit, Ze
vSechny namétené hodnoty trisomii se pohybuji nad priimérnou hodnotou kontrol, jak je
patrné na Obrazku 19. Pfi porovnéni hodnot pomérii ziskanych u kontrolnich euploidnich
t€hotenstvi a t€hotenstvi s T21 byl jednostrannym Mann-Whitneyovym testem nalezen na
hladin€ vyznamnosti alfa = 0,05 signifikantni rozdil (p=0,00066). Na Obrazku 20 jsou
znazornéna vSechny méfeni oproti vypocitanym hladindm spolehlivosti pro uréeni trisomie

21. chromosomu.
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Obrazek 19: Krabicovy diagram z naméfenych dat soubort t€hotenstvi s euploidnimi
plody a s plody s T21 R 21/18 = naméfeny pomér amplikonti z 21. a z 18. chromosomu.
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Obrazek 20: Porovnani namétenych hodnot souborti t€¢hotenstvi s euploidnimi plody
a plody trisomii T21 oproti prahiim spolehlivosti pro 95% (zluta ¢ara) a 99% (zelend Céra).
R 21/18 = naméteny pomér amplikonii z 21. a z 18. chromosomu.
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5.3.Statisticka analyza
Po podrobeni nasich dat statistické analyze jsme ziskali nésledujici vysledky:
Pti nastaveni cut-off hodnoty naméfeného poméru na 1,144 dosahla nase metoda

senzitivity 73,3 % a specificity 80 %, jak je zndzornéno v Obrazku

RATIO
100}
80|
60|
40 F
201 AUC = 0,813
I P < 0,001
0-“'~,..|...|...|..I

20 40 60 80 100
100-Specificity

o

Obrazek 21. V tomto piipadé z 25 zdravych téhotenstvi budeme mit 5 falesSn€ pozitivnich
a z 15 diagnostikovanych T21 t¢hotenstvi 4 faleSn€ negativni. Pi1 cutt-off hodnoté 1,21
bychom doséhli 100 % specifity, ale jen 20 % senzitivity. Pfi tomto prahu bychom m¢li 1
fale$n€ pozitivni vysledek a 12 falesn€ negativnich. Pfi nejpifisn€jSim navrhnutém prahu
1,084 bychom dostali senzitivitu 93,3 % a specifitu 56 %, coz znamend 12 fale$né

pozitivnich a 2 fale$né negativni vysledky.
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Obrazek 21: ROC kiivky pro ndmi namétena data pro cut-off hodnotu 1,144. Na ose X je
vynesena specifita v % odectena od 100, na ose Y je vynesena senzitivita v %. AUC =
oblast pod ktivkou, P = hladina spolehlivosti.

Dalsim diilezitym statistickym kritériem je piesnost. U ddPCR je pro piesnost podstatny
pocet analyzovanych kompartmenti — kapek. Pouzitim 12 technickych replikati a jejich
sjednocenim zvysSujeme, tak presnost naSeho méieni. Sjednoceni nema vliv na procento

pozitivnich kompartmenta. Vliv sjednoceni 12 technickych replikatti na presnost je

k nahlédnuti v Tabulce 22.
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Tabulka 22: Vliv sjednoceni 12 pozic na €ipu na presnost méteni.

Pozice |Pocet kapek Poz % Clvlglba,

kapek | méieni
1 26 307 4,43%| 4,65%
2 26 907 4,73%| 4,49%
3 26 534 4,36%| 4,68%
4 27 345 4,70%| 4,51%
5 22 868 4,45%| 4,65%
6 22617 4,96%| 4,41%
7 20 306 4,73%| 4,52%
8 24 582 4,61%| 4,56%
9 22 817 4,20%| 4,79%
10 21411 4,47%| 4,64%
11 21729 4,44%| 4,66%
12 22 472 4,57%| 4,59%
Sjednoceni 285 895 4,56%| 1,30%

Priimérné jsme béhem 40 méteni dosahli poctu 259 170 kompartmentti na analyzu jednoho
vzorku a po sjednoceni 12 technickych replikat jsme doséhli primérné chyby méfent

1,80 %, jak dokumentuje Tabulka 23.

Tabulka 23: Tabulka poctu analyzovanych kapek v jednotlivych méfenich a chyby
meéieni. K = kontrola, T = trisomie, c = smérodatna odchylka.

Vzorek| Poc. ¢ast. C}vlyba, Vzorek| Poc. ¢ast. C}vlyba, Vzorek| Poc. ¢ast. Cljyba,
méfeni méteni méteni
K1 298 729 | 1,13%|K16 300244 | 2,20%|T6 241 2731I 1,81%
K2 290 566 | 2,07%|K17 242 346 | 2,74%|T7 227674 ] 2,29%
K3 294286 | 1,44%|K18 281288 1,68%]|T8 262030 | 1,57%
K4 292621 | 2,18%|K19 262612 ] 1,62%|T9 204209 | 1,69%

K5 2367451 1,12%|K20 | 2296591 2,29%|T10 | 292768 | 1,48%
K6 257870 1.98%|K21 | 287873 1.85%|T11 | 239527 | 1.63%
K7 2738141 1,55%|K22 | 285895 | 1,30%|T12 | 278692 | 1,49%
K8 2171021 1,57%|K23 | 2253691 1,62%|T13 | 278629 | 1,88%
K9 2498381 1,90%|K24 | 274874 | 1,96%|T14 | 229120 | 2,02%
K10 | 256639 1.62%|K25 | 2706691 2,04%|T15 | 277242 | 1,28%
K11 | 2686821 2.29%|T1 256567 | 1.44%|Pramer| 259170 | 1,80%
K12 | 295362 | 2,43%|T2 222140 | 1,51%|SD 30884 | 0,38%
K13 | 312227 | 2.22%|T3 246596 1,93%|Min. | 192789 | 1,12%
K14 | 292490 | 2,36%|T4 2219521 1,72%|Max. | 312227 | 2,74%
K15 | 197778 | 2,07%|T5 1927891 1,14%|Medign| 262321 | 1,77%
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Druhy parametr ovladajici ptesnost dPCR je procento pozitivnich ¢astic, v tomto ohledu
nedosahujeme zdaleka takovych vysledk, jak je uvedeno v Tabulce 24Tabulka 24
Procento pozitivnich ¢astic se u nasich vzorkt pohybuje od 0,8 % do 6,3 %. Na Obrazcich
22 a 23 si mizete v§imnout, jakou konkrétni chybu méfeni pro nés tyto hodnoty
predstavuji. Tyto hodnoty vyznacené v grafech poskytnutych softwarem Stilla Miner
odpovidaji jednotlivym pozicim na Cipu.

Tabulka 24: Tabulka procentualniho zastoupeni pozitivnich kapek v analyzach
jednotlivych vzorka. K = kontrola, T = Trisomie, 6 = smérodatna odchylka

Vzorek Poz. %. kapek | Vzorek Poz. %. kapek | Vzorek Poz. %. kapek
K1 6,09549 K16 1,59337 T6 2,36205
K2 1,80682 K17 1,03323 T7 1,61151
K3 3,70898 K18 2,74274 T8 3,22024
K4 1,61779 K19 2,92980 T9 2,73543
K5 6,30383 K20 1,47871 T10 3,39723
Ké6 1,97890 K21 2,25968 T11 2,90698
K7 3,21861 K22 4,56042 T12 3,47444
K8 3,17454 K23 2,94761 T13 2,18929
K9 2,15300 K24 1,98564 T14 1,90642
K10 2,93993 K25 1,85097 T15 4,73882
K11 1,46977 T1 3,72846 Primér 2,76046
K12 1,30247 T2 3,43342 c 1,30339
K13 1,55592 T3 2,07424 Minimum | 1,03323
K14 1,38227 T4 2,62174 Maximum | 6,30383
K15 1,80960 T5 6,11809 Median 2,49190
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Obrazek 22: Graf nejistoty pro 0,8 % pozitivnich Castic.
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Obrazek 23: Graf nejistoty pro 6,3 % pozitivnich ¢astic.
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6. Diskuse

Vyvinuli jsme multiplex, ktery zkombinoval dvé techniky fluorescen¢niho znaceni
amplikont vyuzitim interkala¢niho barviva EvaGreen a fluorescencni sondy znacené
6-FAM. Vyvinuta metoda dale rozsifuje portfolio metod mutiplexovani vyuzitelnych pro
analyzu pomoci dPCR. Po optimalizaci protokolu byl touto metodou vySetten soubor
vzorki plazem ziskanych od t€hotnych s euploidnimi t€hotenstvimi a t€hotenstvimi

s trisomii 21. chromosomu. Cilem bylo zji$téni, zda tato metoda ma potencial uplatnit se
jako alternativa pro neinvazivni prenatalni screening trisomie 21. Zde budou
charakterizovany zjisténé limity testované metody a diskutovéany cesty vedouci k jejich

posunuti ¢i odstranéni.

6.1.Vznik precipitati
V nékterych ptipadech dochéazelo v kapkach ke vzniku precipitatt, které mohou pak
ovlivnit kvalitu méfeni. Pokud se v kapic¢ce vyskytne precipitat, software kontroly kvality
Ji vytadi jako neplatnou, coz pii velkém mnoZstvi precipitati dokaze sniZit pocet
analyzovatelnych kapicek o nékolik tisic. Vyrobce systému Stilla Technologies,
doporucuje pro EvaGreen a fluorescencni sondy pouzit 2 odliSné mastermixy. Pouzivali
jsme mastermix doporuceny pro EvaGreen ve kterém se ukazalo, Ze je fluorescencni sonda
schopna fungovat. Po konzultaci s techniky Stilly Technologies se domnivame, ze
precipitaity mohou vznikat z nékolika divodii. Prvnim diivodem by mohlo byt pravé
pouzivani mastermixu neoptimalizovaného pro reakci se sondami. Re$enim toho problému
by mohlo byt pouziti upraveného mastermixu s vlastnimi parametry. Tato procedura by si
ale zadala dalsi rozsahlou optimalizaci. Stilla Technologies po konzultaci dale navrhuje
pouziti PCR protokolu s ivodni denaturaci krats$i nez 3 minuty, kdyby se mélo mnozstvi
precipitatil snizit. Dal§imi divody vzniku precipitati mohou byt podminky béhem PCR
eseje a zpusob izolace DNA. Jiné feSeni se nam naskyta z hlediska pouZivaného softwaru
pro kontrolu kvality. V softwaru miiZzeme nastavit jiny templat pro kontrolu kvality, ktery
na zéklad¢ analyzy fluorescence AlexaFluor647 v cerveném kandle spocita celkovy pocet
analyzovanych kapicek a upravi tak kontrolu kvality. Tento postup je mozny pouze, pokud

ma pfistroj k dispozici systém pro detekci v cerveném kanale.
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6.2.Nepresnost dPCR

Na piesnost dPCR ma vliv n¢kolik faktorti. Hlavnimi faktory ale jsou pocet analyzovanych

¢astic a procento pozitivnich ¢astic (Kanagal-Shamanna 2016).

Zvysenim procenta pozitivnich ¢astic bychom mohli dosahnout n¢kolika zptsoby, jak na
danou problematiku upozorniuje Tan a kolektiv (Tan et al. 2019). Jednou z cest je pridani
vice part primerti, coz bohuZzel design naSeho multiplexu neumoziuje. Pfi ptidani dalsi
dvojice primert jiz nejsme schopni uréit hranici mezi negativnimi a pozitivnimi ¢asticemi,
coz celkoveé znemoznuje métfeni. Schiidnéjsi cestou by bylo vyuzit pro nas multiplex vice
krevni plasmy, kterou po izolaci jesté budeme koncentrovat. Tento postup jsme bohuZzel
nemohli aplikovat, vzhledem k dostupnému mnozstvi krevni plasmy. Dalsi zptsob, kterym
z krevni plasmy s vétSim vytézkem. Timto zpisobem bychom ze stejné mnozstvi krevni
plasmy ziskali vice analyzovatelné DNA, coZ by ndm mohlo pomoci s navysSenim poctu

pozitivnich ¢astic.

Jako druhy divod pro neptesnosti dPCR se uvadi nedostate¢ny pocet analyzovatelnych
¢astic. V nasem piipadé na jeden vzorek pouzivame celkem 3 Cipy o 4 pozicich. Timto
rozlozenim vzorkl do nékolika ¢ipti jsme schopni dosahovat pramérné 250 000
analyzovatelnych castic a vyuzivdme maximalni potencial cykleru a skenovaciho pfistroje,
bez nutnosti rozlozit si méieni do nékolika experimentii. V tomto ohledu si proto myslime,
ze jsme dosahli vhodnych podminek, pro minimalizaci nepiesnosti pramenici z nizkého
poctu analyzovanych kompartmentt - kapi¢ek. Konkrétni pocty analyzovanych kapicek
jsou k dispozici v Tabulce Tabulka 23: Tabulka poctu analyzovanych kapek v
jednotlivych métenich a chyby méfeni. K = kontrola, T = trisomie, ¢ = sm¢rodatna

odchylka.23.

Podstatnym faktem ddPCR od spole¢nosti Stilla je, Ze ne v§echna pracné vyizolovana
DNA se dostane do reakce. Cip ma relativné velky mrtvy objem. Do jedné komory &ipu se
vklada 25 pl reakéni smési. Reakéni smés se pak musi roz€lenit do kompartmentt, aby
mohla prob&hnout reakce. Kvalitni sken jedné komory za¢ina od 25 000 analyzovatelnych
kompartmentii. Pfiblizna velikost jednoho kompartmnetu je dle vyrobce 0,59 nl. Do reakce
se tak dostava 14,75 pl reakéni smési a zbylych 10,25 zlstava nevyuzitych. Pomér

reaktanti by mél v kompartmentech zachovan, jen velka ¢ast vzorku zlistava nevyuZita.
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6.3.RozliSeni prahi pro odecet pozitivnich ¢astic
Pro vypocitani poméru amplikonti z chromosomt 18 a 21 musime vzdy manualné
v softwaru urcit prah, od kterého bude vypocitavat koncentraci pozitivnich ¢astic.
Vzhledem k tomu, Ze je na§ multiplex zaloZzen na méfeni amplitud fluorescence, mame
v nasem méfeni nékolik skupin pozitivnich ¢astic. Tyto skupiny musime od sebe odlisit.
Pfi nastavovani prahu pozitivity se mizeme setkat s vysledky méfeni, u kterych je casto
obtizné pro pozorovatele stanovit toto rozhrani, ¢imz miize byt ovlivnén vypocteny pomer.
Vétsich rozdila ve fluorescenci jednotlivych klastrtt odpovidajicich sledovanym
chromosomiim jsme dosahovali pti pouziti mensiho mnozstvi parti primert, coz ale neni
optimalnim fesenim, protoZe se tim sniZuje pfesnost méfeni (Tan et al. 2019). ReSenim
tohoto problému by mohlo byt vyhodnocovani jednotlivych fluorescen¢nich amplitud na
zékladn€ normalni distribuce fluorescence jednotlivych kapicek. Spolecné se skupinou
profesora Pavla Neuzila byl vyvinut algoritmus, ktery je schopen z exportovanych dat
vypocitat poméry mezi pocten kopii anmplikonli z chromosomu21 a chromosomul8 a tim
snizit chybu méteni zptisobenou lidskym faktorem. (Zhang et al. 2022) Aplikace této
metody by zajisté pomohla s rozliSovanim problémovych hranic a zaroven by dovolila
vlozit do reakce vice DNA ¢i part primerd, protoze by se zlepsila schopnost rozlisit
jednotlivé klastry kompartmentii. ZvySeni vstupniho mnozstvi DNA ¢i pridani dalsi

skupiny primert je jedna z cest, kterou se da zvysit presnost multiplexu.

6.4.Velikost fetalni frakce

Obecnym problémem diagnostiky z volné DNA je stanoveni velikosti fetalni frakce DNA.
Tento pomér je obtizné zméfit zejména u plodl Zenského pohlavi, protoze nemizeme
pouzit k porovnani sekvence z chromosomu Y, které nejsou pfitomné ve volné¢ DNA
matky. Znalost velikosti fetalni frakce je pak zasadni, abychom vé&dé¢li, vici které hodnoté
mame naméieny pomeér porovnavat. Dalsi problém nastava, pokud je fetalni frakce velmi
mal4, a tak nejsme schopni ve vzorku spolehlive uréit, zda se naptiklad zvySend hodnota
sledovaného pomé&ru neda pficist bézné odchylce méfeni. Pokud bychom tedy znali
pfesnou velikost fetalni frakce, méli bychom dalsi voditko, které miZeme pouZzit

ke stanoveni diagnozy. JiZ samoziejmeé existuji nékteré metody, které umi urcit procento
fetalni frakce DNA matky, ale vyzaduji druhé méfeni, které vyzaduje vétsi objem krevni
plasmy. Zajimavym feSenim této situace by bylo vyvinuti systému, ktery by dokazal

rozli$it fetalni a maternalni DNA a analyzovat tak jen fetalni frakce ve volné DNA.
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V tomto ohledu by ndm mohla pomoci analyza fragmentti DNA, fragmentomika.
Fragmentacni vzorce se mohou lisit dle epigenetickych modifikaci maternalni a fetalni
volné DNA. Pii aplikaci tohoto objevu bychom mohli byt schopni rozlisit fetalni
a maternalni volnou DNA. Pfi jesté optimistictéjsi predstavé rovnou pii tomto rozliSeni

identifikovat pocty konkrétnich chromosomu ve volné fetalni DNA (Liu 2022).

6.5.Vyuziti multiplexu v klinické praxi
Vyvinuty multiplex dle analyzy oblasti pod kiivkou (AUC) dosahuje senzitivity 73,3 % a
specifity 80 %, coz je srovnatelné s dal§imi bézn€ pouzivanymi technikami neinvazivni
prenatalni diagnostiky. Napftiklad biochemicky test se tftemi markery ma senzitivitu 69 %,
ultrazvukovy marker jako je absence nasalni klistky ma senzitivitu 49 % (American
College of Obstetricians and Gynecologists’ Committee on Practice Bulletins—Obstetrics
et al. 2020). Existuji vSak dal§i metody, které v téchto ohledech dosahuji lepsich vysledk,
et al), qPCR rovnéz s vice fluorescen¢nimi sondami (Khattabbi et al.) nebo sekvenovani

piisti generace (NGS)- sem né&jakou citaci.

NGS je rozhodné uzite¢nym nastrojem a ¢asto se NGS panely pouzivaji k screeningu
monogennich onemocnéni, existuji ale i panely pro vySetfeni aneuploidii (Mellis et al.
2018). Tyto panely vykazuji vysokou senzitivitu pro odhaleni nej¢astéjSich trisomii. Pro
trisomii chromosomu 21 je to 99 %, pro trisomii chromosomu 18 je to 97,4 % a pro
trisomii chromosomu 13 je to 93,8 % (Stokowski et al. 2015). MozZnou nevyhodou NGS

wewvr

narocnost.

Némi testovany multiplex je nezavisly na poctu fluorescencnich kanald, kterym dané
piistrojové vybaveni pro ddPCR disponuje. Vyuziva pouze jednoho kanalu a dale rozviji
nové popsanou metodu duplexovani dPCR (citace naSeho pfijatého ¢lanku). Ve srovnani
s metodami NGS je vyrazné¢ levngjsi a rychlejsi, kompletni analyza je proveditelnd béhem
jednoho pracovniho dne na béZn¢ zatizeném pracovisti. Tyto vyhody jsou vSak zatim
kompenzovany niZ§i sensitivitou a specificitou, vytypovali jsme vSak pfistupy, jejichz

aplikace povede ke zlepSeni téchto parametra.
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7. Zavér

Podatilo se ndm optimalizovat metodu zaloZzenou na multiplex ddPCR, ktera je schopna na
zaklad€ rozdilu fluorescen¢nich hladin amplikont detekovanych jen pomoci interkala¢niho
barviva EvaGreen a amplikoni detekovanych souc¢asné pomoci EvaGreen i sondy s FAM
analyzovat pomér zastoupeni sekvenci pochazejicich z 18. a 21. chromosomu. Timto
multiplexem jsme stanovili referen¢ni hodnotu poméru mezi chromosomy z 25 vzork
kontrol s euploidnim téhotenstvim. Z naméfenych poméra u euploidnich té¢hotenstvich
jsme urcili primérnou hodnotu jako 1,0978 se smérodatnou odchylkou 0,0523. Z téchto
udajt byly ur€eny cut off hodnoty pro 95% spolehlivost (1,2004) a pro 99% spolehlivost
(1,2328). Dale jsme méftili 15 trisomickych T21 vzorkd, které jsme oproti této kontrolni
populaci porovnavali. Jako trisomické se ndm podatilo urcit 5 z 15 vzorkd, z toho jeden

s 99% jistotou a Ctyii s 95% jistotou. Zbylé naméfené vzorky se pohybovaly pod cut off
hranici 1,2004. ROC analyza ziskanych dat vedla ke stanoveni cut-off hodnoty
naméieného poméru 1,144 pro dosaZeni senzitivity 73,3 % a specificity 80 %. Pti aplikaci
takto zjisténé cutt-off hodnoty by z nami analyzovanych 25 zdravych t€hotenstvich bylo

5 fale$né pozitivnich a z 15 diagnostikovanych T21 té¢hotenstvich by byly 4 vzorky falesné
negativni. Interpretace vysledkl je u nékterych vzorktli zt€zovana nejasnym rozhranim
mezi klastrem negativnich kapek a a klastrem obsahujicim kapky s amplikony sekvenci

z chromosomu 18. Pfi pouziti 12 technickych replikati dokdzeme zlepsit piesnost naseho
meéieni diky vyuziti velkého poctu kompartmentt presahujicimu 250 000. Dale se ukazalo,
ze pokud je vzorek vyhodnocen manuélné vznika zde v nékterych piipadech vyrazna chyba
meéieni, kterd mize ovlivnit celkovy vysledek testu. Této chyby bychom se mohli zbavit
aplikaci vypocetnich algoritmti, které nam pomohou s hodnocenim vysledkt. Limitaci
nasSeho designu je obcasny vyskyt precipitatil, které mohou snizit kvalitu méfeni a vést

k pomérné nizkému procentu pozitivnich Castic, které by ale mohlo byt navySeno pfi
koncentrovani vzorkl. Dal$im krokem k lepSim vysledkiim by mohlo také byt pouziti
mastermixu, ktery by byl optimalizovan pro pouziti interkala¢nich barviv

a fluorescencnich sond zaroven. Po vyfeSeni vSech téchto problémil by se mohlo jednat

o spolehlivou, rychlou a nendro¢nou metodu k neinvazivni prenatalni diagnostice trisomie

chromosomu 21 u plodu.
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