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 Downtv syndrom.
Informace o genomu plodu Ize ziskat z volné fetalni DNA, kterd se béhem téhotenstvi
uvolnuje do krevniho fecisté matky z placenty. V prvnim trimestru fetdlni DNA tvoti
piiblizné 5-10 % volné DNA a je tudiz vhodnym cilem pro neinvazivni prenatalni testovani

(NIPT). Potfebujeme vSak techniku, ktera je schopna rozlisit tuto relativné malou frakci volné

moznostem multiplexovani rizné zpisoby, jak tohoto cile dosdhnout. Zamétili jsme se na
optimalizaci multiplex reakce, kterd v jednom fluorescenénim kandle rozliSuje pocet kopii
referen¢niho chromosomu 18 a sledované¢ho chromosomu 21. Vysledné stanoveni tohoto
poméru nam poskytuje informaci ohledn€ rovnovahy mezi chromosomy a mtize nam tak
potvrdit €1 vyvratit pfitomnost trisomické fetalni frakce. VyuZitelnost navrzené metody pro
klinickou aplikaci jsme testovali vySetfenim vzorki 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 naméfeného poméru 1,144 pro dosazeni senzitivity
73,3 % a specificity 80 %. Vytypovali jsme metodické piistupy s potencialem dale zlepsit

parametry vyvijeného testu.
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