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Abstrakt

Voln¢ cirkulujici DNA je kratkd, fragmentovana DNA, vyskytujici se v plazm¢ a séru,
do kter¢ho je uvolniovana riznymi mechanismy. Jako prvni byla prokdzana v té€lnich
tekutinach u onkologickych pacientil a zdhy se stala biomarkerem pro neinvazivni
diagnostiku. Zanedlouho doslo k detekci ptitomnosti fetalni cfDNA v plazmé& matky a stala se
predmétem klinické vyuzitelnosti. Neinvazivni prenatalni diagnostika je screeningova
metoda, ktera poméha urcit pravdépodobnost vyskytu vrozenych vad jiz v rané fazi
téhotenstvi, prave s vyuzitim fetdlni cfDNA. Konecné vysledky urcuji invazivni metody, mezi
néz fadime naptiklad aminocentézu a odbér choriovych klka. Invazivni metody prenatalni
diagnostiky s sebou nesou riziko ztraty plodu méné nez 1 %. I ptes takto malé riziko je
neustald snaha védcl sméfovana ke zdokonaleni metod neinvazivnich, pomoci kterych lze
detekovat aneuploidie jako Downiv, ¢i Edwardstv syndrom. Déle 1ze u plodu detekovat
pohlavi, monogenni choroby, ¢i Rh faktor, pficemz se vyuziva metod polymerazové fetézové

reakce (PCR), ¢i sekvenovani nové generace.

Kli¢ova slova: aneuploidie, fetalni cfDNA, monogenné dédi¢né choroby, neinvazivni
prenatalni testovani, polymerdzova fetézova reakce (PCR), prenatalni diagnostika,

sekvenovani nové generace, voln¢ cirkulujici DNA



Abstract

Cell free DNA is short, fragmented DNA found in plasma and serum, into which it is released
by various mechanisms. It was first identified in body fluids of cancer patients and soon
became a biomarker for non-invasive diagnostics. Soon after, the presence of fetal cfDNA in
maternal plasma was detected and became the subject of clinical utility. Non-invasive prenatal
diagnosis is a screening method that helps to determine the likelihood of birth defects early in
pregnancy, specifically using fetal cfDNA. The final results are determined by invasive
methods such as aminocentesis and chorionic villus sampling. Invasive methods of prenatal
diagnosis carry a risk of fetal loss of less than 1 %. Despite this low risk, scientists are
constantly striving to improve non-invasive methods that can detect aneuploidies such as
Down's or Edwards syndrome, as well as determine the sex of the fetus, monogenic diseases
and the Rh factor. Polymerase chain reaction (PCR) or next-generation sequencing methods

are used for detection.

Keywords: aneuploidy, cell free DNA, cell free fetal DNA, monogenic inherited diseases,
next-generation sequencing, non-invasive prenatal testing, polymerase chain reaction (PCR),

prenatal diagnosis
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1 Uvod

V soucasné dob¢ pfedstavuje neinvazivni prenatalni diagnostika (NIPD) revolu¢ni piistup
v oblasti prenatalni péce. Vyuziva se ptitomnosti fetdlni cfDNA cirkulujici v matetské plazmé,
jejiz analyza umoziuje Iékariim ziskat genetické informace o plodu bez nutnosti podstoupeni
invazivnich metod diagnostiky, pfi nichZ dochézi k zasahu do téla matky, coz s sebou nese
riziko pro matku a plod. I kdyZ jsou neinvazivni metody pouze screeningovym, nikoliv
diagnostickym néstrojem, jejich popularita a pesnost stale roste.

Zvysena hladina voln¢ cirkulujici DNA byla poprvé identifikovéna u pacientti
s autoimunitnim onemocnénim SLE.V pozdégjsich letech byl vyskyt prokézan také u
onkologickych pacientt, u kterych je cfDNA biomarkerem pro neinvazivni diagnostiku
nadort. V roce 1997 doslo k identifikaci pfitomnosti volné fetalni cfDNA v matetské plazmé
a séru, coz otevielo moznosti jejiho klinického vyuziti v NIPT. Pivod této DNA patiici plodu,
je stale ptedmétem zkoumani, ackoliv za nejpravdépodobné;jsi zdroj fetalni cfDNA se dnes
povazuji placentarni trofoblasty. Hladiny fetalni cfDNA stoupaji s fazi téhotenstvi a po porodu
tato DNA rychle z matetské plazmy vymizi. Diky pokrokiim ve vyvoji technologii 1ze
detekovat naptiklad chromozomalni aneuploidie a pohlavi plodu pomoci metod kvantitativni
PCR (qPCR), digitalni PCR (dPCR) a sekvenovani nové generace (NGS).

V této praci budou popisovany riizné metody analyzy fetdlni cfDNA a moznosti jejiho
vyuziti pro prenatdlni diagnostiku. Bude se zabyvat také zdroji, vlastnostmi a mechanismy
uvolnovani fetalni cfDNA do cirkulace matky. Krom toho se zamé&fim také na etické aspekty a
budouci sméry neinvazivni prenatalni diagnostiky.

Cilem prace je podat uceleny pohled na sou¢asné moznosti a perspektivy neinvazivni

prenatalni diagnostiky.



2 Volné cirkulujici DNA

2.1 Objev volné cirkulujici DNA

Prvni zminky o existenci volné cirkulujici DNA (¢cfDNA) pochézi jiz z roku 1948, kdy
byla prokazéana ptitomnost cfDNA v cirkulaci zdravych jedinct (Mendel ef al., 1948).
Nasledovalo obdobi, ve kterém byl vyzkum Mendela ohledné cfDNA témét opomenuty a
poznatky z jeho prace byly zpochybiiovany. Zhruba o 20 let pozdéji bylo zjisténo, Ze v krvi
pacientl s autoimunitnim onemocnénim systematickym lupus erythematodes (SLE) se
vyskytuje zvySena hladina cirkulujici DNA . V nésledujicich letech
vychazely studie, ve kterych bylo zjisStovano, Ze toto onemocnéni neni zdaleka jedinym, pti
kterém maji pacienti zvysSenou hladinu volné cirkulujici DNA v krevni plazmé. V roce 1977
byla prokézana zvysena koncentrace ctfDNA u pacientil s rakovinou, poté pojmenovana jako
cirkulujici nddorova DNA (ctDNA) (Leon et al., 1977). Vasioukhin et al. (1993) se zabyvali
analyzou DNA v krevni plazmé a bylo zji§téno, Ze jedinec trpici pravé rakovinou mé v séru
obsazeny nadorové specifické bodové mutace genti RAS. Pritomnost nadorové specifickych
mutaci byla nalezena u n€kolika typti nadora (Bos, 1989). Toto zjiSténi pfedstavovalo krok
vpied v oblasti neinvazivni metody detekce rakoviny (Sorenson et al., 1994) a vyvolalo zdjem
o dalsi molekuldrni analyzu DNA z krevni plazmy. Lo et al., polozili zaklady neinvazivniho
prenatalniho genetického testovani, kdyz v roce 1977 objevili ptitomnost fetalni cfDNA

v mateiské plazmé.

2.1.1 Tekuta biopsie

Jedna se o neinvazivni metodu, pfi niZ je nejcasteji z krevni plazmy ziskéna volné
cirkulujici DNA, ktera poskytuje diagnostické informace o pacientovi trpici onemocnénim.
Do jisté miry miize nahrazovat metody invazivni, které predstavuji vyssi stupné rizika pro
pacienta. Odbér umoziiuje nahlédnout do zdravotniho stavu jedince (Lo et al., 2021). Pokrok
v oblasti tekuté biopsie umoznuje detekovat a analyzovat DNA v oblasti prenatalni
diagnostiky (Lo et al., 1997), onkologii, ale také v transplantologii, kde je sledovana cfDNA u
pacienta, ktery prosel transplantaci (Lo et al., 1998).



2.2 Vznik a puvod volné cirkulujici DNA

Pivod cfDNA a mechanismy jejiho uvoliovani do cirkulace zlstavaji nejasné a jsou
stale pfedmétem zkoumani. Dle dostupnych zdroji, v plivodu cfDNA hraje dilezitou roli
praveé bunécna smrt. Mezi procesy bunécné smrti se fadi apoptdza, nekrdza a netoza.

Dalsi mechanismus uvoliiujici cfDNA do cirkulace je aktivni sekrece, coz je proces, pfi
kterém se uvolnuji nukleové kyseliny z bunék, které jsou zivé, coz je rozdilné oproti bunécné
smrti, kde buniky zanikaji.

Apoptdza, znama také jako programovana buné¢éna smrt, zajist'uje fizené odstranovani
bun¢k v organismu. Dochazi pii ni ke fragmentaci jadra, smr§tovani bunky a tvorbé
apoptotickych télisek, které jsou fagocytovany (Saikumar et al., 1999).

Nekroéza je typ bunééné smrti, kterd vzniké v disledku traumatickych udalosti.
Dochazi ke zvétSovani buiiky, ztraté integrity plazmatické membréany a k naslednému
uvolnéni bunééného obsahu, coz vyvolava zanétlivou reakci.

Netdza je unikatni typ bunécné smrti, pii které v reakci na pritomnost bakterii a
infekce v organismu dochazi k tvorbé€ neutrofilnich extracelularnich pasti (NET), které maji
za ukol tyto patogenni bakterie zachycovat a chranit tak organismus proti infekcim. NETs jsou

sité, tvofeny rozvolnénym chromatinem a proteiny (Brinkmann et al., 2004).

Studie fikaji, Ze u zdravych jedincii vznikd cfDNA prévé v procesu apoptozy bunék
hematopoetické linie (Lui et al., 2002), u pacientd s rakovinou je hladina ¢cfDNA v cirkulaci
zvySena a pochazi piimo z nddorové tkan¢ (Stroun et al., 2000). Nadory v pokrocilém stadiu
rakoviny vykazuji vyssi hladiny cfDNA, neZ nddory ve stadiu raném (Sozzi et al., 2003).
Volna fetdlni DNA pochazi z povrchu choriovych klkii placenty, odkud se uvoliiuji
mnohojaderné fragmenty do matetského obehu (Chua et al., 1991) (Huppertz et al., 1998).

2.3 Obecné vlastnosti volné cirkulujici DNA

Volné¢ cirkulujici DNA neboli ¢cfDNA je smési jaderné a mitochondridlni DNA, kterd je
slozena z kratkych, dvouvldknovych fragmenti DNA o velikosti 40-200 para bazi (bp)
(Snyder et al., 2016). Tyto fragmenty DNA se nachazeji nejen v séru a plazmé, ale také
v dalSich télnich tekutinach ¢loveka, jako je naptiklad moc, sliny, mozkomis$ni mok atd. (Chan
et al., 2003). Mezi mechanismy, které uvoliuji cfDNA z buiiky do extracelularniho prostiedi
se fadi naptiklad apoptodza, nekrdza, netdza, fagocytoza a aktivni sekrece (Thierry et al.,

2016). Tyto mechanismy do jisté miry ovliviiuji, v jaké strukturni form¢ (volnd, vdzané na



nukleosomy, ¢i vazana na vezikly) se bude pohybovat v té€lnich tekutinach (Snyder et al.,
2016). Koncentrace cfDNA v cirkulaci zdravych jedincii je nizsi, nez u pacientt trpici

onkologickym onemocnénim (Fleischhacker et al., 2007).

3 Volna fetalni DNA

3.1 Objev volné fetalni DNA

V roce 1977 byla prokdzéana ptitomnost volné nddorové DNA v cirkulaci onkologickych
pacientl. Na tuto skute¢nost navazal védec Sorenson se svym tymem, ktefi o par let pozdé&ji
zjistili, Zze ctDNA je skvélym biomarkerem pro neivazivni metodu diagnostiky rakoviny
(Sorenson et al., 1994). Jeho myslenkou se zabyvali dalsi védci, ktefi predpokladali
ekvivalentni stav u plodu v t€¢hotenstvi. Fakt, Zze jaderné bunky plodu piechazeji do matetskeé
krve byl zndmy jiz od roku 1969, kdyZ Walknovska et al. objevili v krvi matky, ktera nesla
plod muzského pohlavi, chromozom Y. Fetalni buiiky v krvi matky jsou dilezité v metodach
neinvazivni prenatalni diagnostiky (Simpson et al., 1994).
ptitomnost fetalni cfDNA (cffDNA) v matetské plazmé a séru. Tomuto objevu piedchazelo
testovani 43 Zen, které byly ve 12. az 40. tydnu t€hotenstvi. Bylo odebrano 5-10 ml matetské
periferni krve, nejprve u zen v ¢asném stadiu téhotenstvi jesté pied tim, nez podstoupily
aminocentézu. Dale u nich bylo odebrano 10 ml plodové vody k urceni pohlavi plodu.
Odebrano bylo také 10 kontrolnich vzorkl od netéhotnych Zen. U Zen v pozdnim stadiu
téhotenstvi byly odebrany vzorky tésné pted porodem. Pohlavi bylo zjiSténo béhem porodu.
Pro dalsi postup bylo dulezité ze vzorku odizolovat plazmu a sérum k dal$i analyze. Pomoci
60 cykli polymerazové fetézové reakce (PCR) byly z plazmy a séra detekovany sekvence
specifické pro chromozomy Y, které se vyskytuji pouze u muzského pohlavi. Pfitomnost
téchto sekvenci ve vzorcich prokazovala jednak pohlavi plodu, ale také pfitomnost fetalni
cfDNA. Do vyzkumu bylo zahrnuto 30 Zen, které porodily plod muzského pohlavi. U 24
z nich byl detekovany chromozom Y z mateiské plazmy, coz predstavuje 80 %. Ze séra byla
ptitomnost chromozomu prokazana v 21 ptipadech, coz je 70 %. Jaderné bunky plodu
prokdzaly pouze 17 % vzorkt s pfitomnym Y, tedy u 5 Zen z 30. 13 Zen tedy nosilo plod
s pohlavim Zenskym, u nichZ nebyl prokézan pozitivni vysledek chromozomu Y pro plazmu,
sérum, ani jaderné buiiky plodu. Dle ptedpokladi, stejny vysledek byl i u negravidnich zen

(Lo etal., 1997).



3.2 Vznik a puvod fetalni cfDNA

I fetalni cfDNA, stejné jako volné cirkulujici, nema jasny ptvod, a tak je stale
pfedmétem zkoumani. Prvni zminky o ptivodu fetalni cfDNA publikovali Sekizawa et al.
v roce 2000, kdy za primarni zdroj byly dlouho povazovany fetalni krvetvorné buiiky, které
mély do cirkulace uvoliiovat fetalni cfDNA po procesu bunééné smrti, konkrétné apoptozy.
Nasledujici roky pfinesly nové poznatky o ptivodu fetalni cfDNA. Dodnes se povazuje za
nejvice pravdépodobny zdroj fetalni cfDNA prave placenta, coz je doCasny organ, spojujici
matku s plodem, zajistujici vyménu zivin, kysliku a odpadnich latek. Na placentarni pavod
fetalni cfDNA poukazuji vyzkumy, ve kterych bylo prokdzano, Ze je uvoliiovana
z placentarnich trofoblastt do cirkulace matky. Béhem tohoto procesu dochézi k uvolnéni
syncytialnich uzl, které jsou soucasti syncytiotrofoblastu (Chua et al., 1991) (Huppertz et al.,
1998). Dukazem tohoto zjisténi bylo, kdyz Ng et al. v roce 2003 detekovali placentarné
specifické mRNA v matetské plazmé&. VéEtSina fetalni cfDNA v plazmé matky tedy pochdzi

z placenty, maly podil miize tvofit také zdroj z fetalnich krvetvornych bunék.

3.3 Obecné vlastnosti volné fetalni DNA

Ve 20. stoleti doslo k identifikaci nukleovych kyselin patiicich plodu v matetské plazmé.
Fetalni cfDNA se ihned stala predmétem klinické vyuzitelnosti v neinvazivni prenatalni
diagnostice (NIPT), ktera ptedstavovala budoucnost pro matky, které by v mnoha ptipadech
nemusely podstupovat invazivni diagnostické procedury (Lo et al., 1997). Pomoci
neinvazivnich metod jsme schopni detekovat naptiklad pohlavi plodu (Costa et al. 2002),
rhesus faktor (Lo et al., 1998), nebo také chromozomalni aneuploidie (Chiu et al., 2008).
Fetalni frakce neboli podil fetalni DNA tvoii pouze malé procento celkové cfDNA v cirkulaci
téhotné Zeny. Lo et al. (1998) publikovali, ze 3-6 % tvoii fetdlni DNA a zbylou vétSinu
zaujima praveé cfDNA matky. Ptiblizné€ od 4. tydne té¢hotenstvi 1ze detekovat fetalni cfDNA
v krvi matky, jeji mnozstvi ma tendenci zvySovat své mnozstvi s délkou t€hotenstvi (Lo et al.,
1998). Tato DNA ma velice rychlou kinetiku, coz dokazuje jeji vylouceni z téla témet hned po

porodu (Lo et al., 1999).

3.3.1 Velikost mateiské a fetalni cfDNA
Fetalni cfDNA je v matefské plazmé ptitomna ve formé fragmentd, které vznikaji po
jejim uvolnéni z placenty do cirkulace. Nejcastejsi délka fragmentd je ptiblizné 200 part bazi

(bp). Velikosti téchto fragmentl se zabyvalo nékolik védcl ve svych laboratotich. Napiiklad



Chan et al. (2004) zkoumali distribuci velikosti fragmenti DNA a dosli k zavéru, ze
fragmenty pochazejici z plodu jsou vyrazn€ kratsi nez fragmenty pochéazejici z matetskych
tkani. Tomuto zjiSténi predchéazelo testovani pomoci kvantitativni metody PCR zaméfenym na
gen pro leptin a gen SRY. Na sedmém chromozomu se nachazi gen pro leptin, cozZ znamena,
Ze je ptitomny ve vSech bunkach. Distribuce délky amplifikovatelnych fragmentii cfDNA
odrazela distribuci délek fragmentt jak z matetské, tak fetadlni cfDNA. Naopak gen SRY
nalezneme pouze u muzii, matka musi tedy nést plod muzského pohlavi, aby byly sekvence
tohoto genu v mateiské krvi detekovany. Distribuce délek amplifikovatelnych fragmentt
odpovidala cfDNA, ktera pochézela z plodu. Studie prokazala ptitomnost delSich fragmentt
genu pro leptin v fetdlni cfDNA v plazmé t€hotnych Zen nez neté¢hotnych, rovnéz bylo
prokazano, ze fragmenty fetalni cfDNA v plazmé téhotnych Zen jsou kratSi neZ fragmenty
derivované z matefskych tkani. Na tuto myslenku navazalo mnoho dalSich védct jako
napiiklad Li et al., ktefi v roce 2004 pomoci real-time PCR analyzovali fetalni cfDNA.
Nov¢jsi poznatky o velikosti matetskych a fetdlnich fragmentt pfinesli v Lo et al. (2010),
kdyZ provedli masivni paralelni sekvenovani, ¢imz jejich studie prokézala, Ze geneticky

materidl matky a plodu je pfitomen v plazmé v konstantnim relativnim pomeéru.

3.3.2 Hladiny fetalni cfDNA

Uz Bianchi et al. v roce 1997 publikovali ve své studii, Ze se v matetské plazme a séru
nachazi vysoka koncentrace fetalni cfDNA. Uvedli, Ze v krvi matek béhem druhého trimestru
se nachdzi primérné 19 fetalnich bun¢k na 16 ml krve (1,2 buniky na 1 ml).

Lo et al. (1998) se domnivali, ze koncentrace fetalni frakce se v cirkulaci matky
s postupem téhotenstvi zvySuje. Pomoci PCR v realném case provedli méfeni koncentrace této
DNA v plazmé a séru. Mé&fili vysledky u t¢hotnych Zen v ¢asném a pozdnim téhotenstvi.
V casné fazi byla detekovana priimérna koncentrace 25,4 (GE)/ml. Tato hodnota tika, ze
v krvi matky se nachazi celkem asi 3,4 % fetalni cfDNA. Ve fazi pozdni, vysla koncentrace
fetalni DNA 292,2 (GE)/ml neboli 6,2 % fetalni cfDNA v krvi matky, coz potvrdilo hypotézu
o zvySujici se koncentraci fetalni DNA béhem t¢hotenstvi. Vysledky byly zaznamenany jak
pro plazmu, tak pro sérum, piicemz bylo ziejmé, ze v rané fazi t€hotenstvi se nachazi vice

fetalni DNA v séru, taktéz se stalo 1 ve fazi pozdniho t€hotenstvi (Tabulka 1).



Casna faze t&hotenstvi Pozdni faze téhotenstvi

Plazma Sérum Plazma Sérum

Koncentrace (GE/ml) 25,4 28,7 2922 342,1

Tabulka 1: Koncentrace fetalni DNA v materské plazmé a séru v priibéhu tehotenstvi (Lo et al., 1998)

(upraveno)

Dle Wang et al. (2013) se hladina fetalni cfDNA zvysuje o 1 % za tyden po 21. tydnu
téhotenstvi. Ke zvyseni o 0,1 % dochéazi mezi 10. az 21. tydnem.

Koncentraci fetalni cfDNA ovliviiuje nejen prab¢eh té¢hotenstvi, ale také predispozice a
zdravotni stav matky. Naptiklad v pfipad¢ zvySujici se hmotnosti matky dochazelo k poklesu
fetalni frakce. PfiCina tohoto jevu neni zcela zndma, ale jedna z hypotéz vysvétluje, Ze se
zvySujici se obezitou dochazi ke zvyseni apoptozy tukovych bunék, coz mé za nésledek vyssi
hladinu matefské DNA vci fetalni. Dale bylo zjiSténo, Ze také naptiklad pivod Zeny, krevni
skupina, fyzicka zdatnost ¢i naptiklad koufeni ma vliv na koncentraci fetalni frakce. Naopak
vek, nebo zplsob poceti jsou faktory, které nehraji roli v koncentracich cfDNA (Galbiati et

al., 2005) (Ashoor et al., 2012) (Kinnings et al., 2015).

3.3.3 Clearance fetalni cfDNA

Po porodu dochézi ke zménadm koncentrace fetdlni DNA. K méfeni téchto koncentraci
byla i zde pouzita metoda real-time PCR, kde se k detekci vyuzivalo genu SRY. Bylo
testovano 12 Zen, jimz byly odebirany vzorky v dobé 1-42 dni po porodu ditéte, které bylo
muzského pohlavi. Po analyze bylo zjisténo, Ze fetalni cfDNA byla nedetekovatelnd jiz po
pouhém jednom dni po porodu. Ve druhé ¢asti vyzkumu byly odebrany vzorky osmi zen, opét
s détmi muzského pohlavi, které ale rodily cisarskym fezem. Celkem u sedmi z téchto zen
nebylo mozné detekovat fetdlni DNA do 2 hodin po porodu. Z téchto vysledki bylo ziejmé,
ze polocas clearance fetalni cfDNA v cirkulaci matky byl 16,3 minuty (Lo et al., 1999).



4 Prenatalni diagnostika

4.1 Definice a cile prenatalni diagnostiky

Prenatalni diagnostika zahrnuje vySetfovaci metody, umoznujici diagnostiku vrozenych
chorob, které v mnoha ptipadech vykazuji neslucitelnost se zivotem a poskytuji informace o
nenarozeném plodu béhem téhotenstvi. Jedna se o multidisciplinarni obor, ve kterém je nutna
souhra a spoluprace 1¢kait, laboratornich pracovnikl a zdravotnikii. Metody prenatalni
diagnostiky vzesly rychle do povédomi populace a staly se nepostradatelnou soucasti
v porodnictvi (Lo et al., 2007).

Cilem prenatalniho testovani je v€as odhalit a identifikovat mozné odchylky a patologie
plodu v prabéhu téhotenstvi a ptipadné zahajit vcasnou 1écbu. MozZnosti testovani maji pravo
vyuzit vSechny gravidni Zeny, ov§em doporuceno ze strany lékaiti byva testovani z diivodu
vyssiho véku matky, rodinné anamnézy, nebo nalezu ultrasonografického vysetfeni. V ptipadé
nalezu chromozomalnich abnormalit, ¢i geneticky podminénych chorob je nezbytné
dostatecné rodice informovat o diagndze a dalSim postupu. Na zaklad¢ zavaznosti diagnozy je
rodic¢iim bud’ umoznéno zahdjit ptisluSnou 1écbu a ptipravit je také na Zivot s ditétem, které
ma zdravotni postiZzeni, nebo pokud jsou vady neslucitelné se zivotem, maji rodice moznost
téhotenstvi ukoncit do 24. tydne gravidity, dle Zakona ¢.66/1986 Sb (O umélém pieruseni

téhotenstvi).

4.2 Vyvoj prenatalni diagnostiky

Monitorovani vyvoje plodu pfislo koncem 50. let 20. stoleti s vyvojem prenatalni
ultrasonografie. Tento nastroj se stal velice popularnim o par let pozdéji, v 70. letech téhoz
stoleti, kdy bylo mozné vizualizovat pohybujici se plod, v realném case pomoci
dvourozmérného sonografického sekvenovani. Mezi dalsi vyhody tohoto technického rozvoje
fadime moznost monitorovat plod jiz v asné fazi t¢hotenstvi a odhalit tak abnormality. V 80.
letech doslo opét k inovaci, kdy sonografii bylo mozné pozorovat také anatomii srdce a
perfuzi plodu (Bianchi et al., 2010). Stale dostupnéjsi se stava 3D a 4D ultrasonografie, ktera
je schopna detekovat anomalie tykajici se centralniho nervového systému, obliceje a koncetin
(Timor-Tritsch et al. 2002).

Amniocentéza, jakoZto nastroj pro analyzu chromozomu plodu, byla pouzita poprvé
v 50. letech 20. stoleti. Steel a Berg v roce 1966 prokazali, Ze v plodové vodé¢, kterou odebrali

prave touto metodou, se nachdzeji fetalni bunky, které jsou schopny kultivace. JelikoZz se



jedné o metodu invazivni, kterd je spojena s riziky pro plod a matku, bylo cilem vyvinout
techniky, které nebudou zatézovat plod, a pfitom budou schopny detekce chromozomalnich
abnormalit. VySe rizik u jednotlivych metod bude diskutovana dale v této praci. V roce 1988
doslo k rozvoji neinvazivni prenatalni diagnostiky, ktera vyuziva fetdlnich bunék, které jsou
pfitomné v mateiské krvi a tim padem mohou slouzit k detekci vrozenych vad plodu (Bianchi
et al., 1990) (Simpson et al., 1993) (Lo et al., 1997). V soucasné dobé¢ se usiluje o zvySeni
citlivosti screeningovych metod testovani aneuploidii s pomoci prave fetalni cfDNA z krve

matky a sniZeni rizik jak pro matku, tak plod.

4.3 Metody prenatalni diagnostiky

prenatalniho genetického testovani. Dle dostupnych statistik Centra pro kontrolu a prevenci
nemoci (CDC) se az 5 % t¢hotnych Zen setkava s komplikacemi v podobé& vrozenych vad a
genetickych poruch plodu (https://www.cdc.gov/). Testy prenatdlni diagnostiky mtizeme délit
na dva typy. Prvnim typem jsou testy screeningové neboli neinvazivni. Na zakladé
negativniho vysledku tohoto screeningového testu, ¢i na doporuceni Iékate jsou k dispozici
testy diagnostické (invazivni), které urcuji definitivni diagndzy. JelikoZ jsou invazivni
techniky spojeny s riziky jak pro plod, tak i matku, je pfedmétem snahy védcli nachazet
postupy, které takové riziko neptedstavuji a podaji definitivni diagnozy bez potieby pouZiti

testi diagnostickych

4.3.1 Invazivni metody prenatalni diagnostiky

Invazivni metody maji za cil vySetfit plod a vyloucit, ¢i potvrdit genetické vady. Tyto
metody se nazyvaji invazivnimi pravé protoze k vySetfeni je nutné ziskat tkan plodu a
vstoupit tak do dé€lozni dutiny, coz s sebou nese riziko ztraty plodu. I ptes toto riziko jsou
v klinické praxi stale vyuzivané, a to kvuli pfesnosti ur€eni chromozomalnich odchylek.
K této diagnostické metod¢ se pfistupuje a je matkam doporu¢ovana pouze na zékladé

indikaci, které urcuje 1ékat (Monni et al., 2014). Mezi nejbéznéjsi invazivni metody patii

aminocentéza, odbér choriovych klka a kordocentéza.

4.3.1.1 Amniocentéza
AMC neboli odbér plodové vody byl ve spojeni s prenatalni diagnostikou poprvé

proveden v roce 1956 Fuchsem a Riisem (Jindal et al., 2023). Jedna se o nejpouzivanéjsi



metodu, kteréd se provadi ve II. trimestru t€hotenstvi, mezi 15. a 16. tydnem. Plodova voda je
odebrana pomoci jehly transabdominalné za neustalé kontroly ultrazvukem. Jehlou se nasaje
obvykle asi 20 ml z amniové dutiny a tento vzorek slouZzi k ziskani karyotypu plodu, ktery se
dale vySetfovan. S vykonem tohoto zakroku souvisi i komplikace jako je krvaceni, zavleceni
infekce, ¢i poskozeni plodu. I pfesto, Ze se jedna o invazivni vySetfeni, je riziko ztraty

téhotenstvi dle nejnovéjsich studii méné nez 1 % (Salomon et al., 2019).

4.3.1.2 Odbér choriovych klku

Historie této metody saha az do roku 1975, kdy odbér choriovych klkt byl pouzit pro
diagnostické Gi¢ely v Cing. Cilem je pomoci specialni jehly odebrat choriovou tkai
z trofoblastu k naslednému vysetieni karyotypu plodu. Opét se u zékroku vyuziva
ultrasonografie. Vyhodou oproti AMC je ¢asnéj$i moznost odbéru, a tedy i ¢asnéjsi ziskani
informace o vysledku genetické analyzy. Provadi se v I. trimestru, mezi 10. az 14. tydnem

téhotenstvi. Riziko ztraty téhotenstvi je o néco vyssi nez pii AMC, cozZ se da oCekavat

vvvvvv

4.3.1.3 Kordocentéza

Jedna se o invazivni metodu, pii které se odebira fetalni krev ptimo z pupecnikové
vény pomoci specialni jehly za pomoci ultrazvuku. Provadi se pozd€ji ve srovnani s ostatnimi
metodami a to od 18. tydne t€hotenstvi. UrCeni karyotypu z fetalni krve je velmi rychlé a
vysledky jsou k dispozici 48-72 hodin po odbéru. Riziko ztraty t€hotenstvi je téméf stejne,

mirné vyssi ve srovnani s dals§imi invazivnimi metodami (Calda et al. 2007).

4.3.2 Neinvazivni metody prenatalni diagnostiky
Cilem neinvazivnich metod je ziskat informaci o zdravi plodu takovym zptsobem,
ktery neni rizikovy pro matku a plod. Jelikoz se jedna pouze o screeningové metody, odhaduje

se pouze pravdépodobnost vyskytu vrozenych vad, ale nediagnostikuji se kone¢né¢ vysledky.

4.3.2.1 Ultrazvukovy screening

Vysetteni ultrazvukem je rutinni metoda pti screeningu plodu. Ultrazvuk umoznuje
detekovat pohlavi plodu, chromozomalni abnormality, srde¢ni vady, rozstépy patete, nebo
také organové vady. Od raného t€hotenstvi lze pomoci UZ zjistit gestani vek embrya, ¢i

dvojcetné t€hotenstvi. Typicky provadénym testem je méteni zahlavi plodu-nuchalni
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translucence (NT). NT vétsi, nez 3 mm mezi 10-14. tydnem téhotenstvi naznacuje moznost
ptitomnosti aneuploidii (Nicolaides et al., 1992). V takovém ptipad¢ je indikovano
podstoupeni invazivni metody k pfesnému potvrzeni diagndzy, pii které je také vyuzivano

metod ultrasonografie.

4.3.2.2 Biochemicky screening

V mateiském séru Ize pozorovat hladiny markert, které jsou vyhodnocovany tzv.
Triple testem. Tento test, dostupny od 80. let, se provadi u t¢hotnych Zen, které¢ maji
dokonceny 16. gestacni tyden. Z krve matky se vySetiuji hladiny alfa-fetoproteinu (AFP),
nekonjugovaného estriolu (uE) a choriového gonadotropinu (hCG) (Haddow et al. 1992).
Timto testem lze odhalit ptitomnost chromozomalnich aberaci jako Downlv syndrom,

Edwardtv syndrom, nebo také defekty neuralni trubice.

4.3.2.3 Neinvazivni prenatalni testovani

Po prokézani ptitomnosti fetadlni cfDNA v krevnim fecisti matky se stala cennym
materidlem pro védce a jejich vyzkumy. Timto neinvazivnim zptisobem je mozné od 10. tydne
téhotenstvi z krve matky zjistit napiiklad pohlavi plodu a aneuploidie, jako je trizomie

chromozomu 21, 18 a 13.

5 Analyza a vyuziti fetalni cfDNA v prenatalni diagnostice

I kdyz fetalni cirkulujici DNA piedstavuje relativné maly podil v matefské plazmé, stala
se oblibenym nastrojem v klinické praxi. Neinvazivni prenatalni testovani vyuziva fetalni
cfDNA k niZe popsanym procesim. Cilem neinvazivniho prenatalniho testovani (NIPT) a
jejim inovacim je snaha o sniZeni nutnosti podstoupeni invazivnich tkond, jako je AMC, nebo

CVS.

5.1 Detekce aneuploidii

Lidské diploidni buiiky obsahuji 46 chromozomt. Kazdy jedinec ma dvé sady
chromozomt, jednu haploidni sadu od matky a jednu od otce. V piipad€ genomovych mutaci
dochdzi k nadbytku, ¢i ztraté chromozomil v butice a tomuto jevu se fiké aneuploidie. Jeji
pri¢inou je neoddéleni homolognich parii chromozoml béhem prvniho meiotického déleni

nebo chromatid ve druhém meiotickém déleni, tyto déje oznacujeme jako nondisjunkce.
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Aneuploidie je spojena s vyznamnym rizikem pro téhotenstvi a miiZze vést k porodu mrtvého
plodu, potratu, ¢i vyskytu mentalniho a fyzického postizeni.

Existuji dva typy aneuploidie a to monosomie, ktera nastava v ptipad¢, kdy jedinci
jedna kopie chromozomu chybi. Piikladem monosomie je Turnertiv syndrom (46, XX).
DalSim typem je trisomie, ktera pfedstavuje karyotyp, ve kterém je jeden chromozom naopak
navic. Piikladem je Downtiv syndrom (T21), Edwardsiiv syndrom (T18) a Patauiiv syndrom
(T13).

Nejcastéji vyskytujici se chromozomalni vada je pravée trizomie 21 chromozomu —
Downtiv syndrom s incidenci 1:800. Riziko vyskytu této aneuploidie se zvySuje s vékem
matky. Ve véku 40 let matky je pravdépodobnost vyskytu DS az 17krat vyssi, nez u matky ve
veku 20 let.

(https://journals.lww.com/greenjournal/citation/2016/05000/practice bulletin no 163 scre

ening_for fetal.41.aspx).

Charakteristickymi rysy pro toto onemocnéni jsou naptiklad snizeny intelekt, mentalni
postizeni, facialni dysmortfie a dalsi vyvojové vady.

Nejpouzivanéjsi metoda pro neinvazivni prenatalni detekci aneuploidii je masivné
paralelni sekvenovani (MPS) (Chiu et al., 2008) (Fan et al., 2008). Citlivost téchto metod
musi byt vzhledem k vlastnostem fetalni cfDNA v matetské plazmé vysoka. V roce 2015 byla
publikovana metaanalyza, kterd hodnoti efektivitu screeningu aneuploidii s vyuZitim fetalni
cfDNA (Gil et al., 2017). Vysledné hodnoty této analyzy jsou uvedeny v tabulce 2. Do

tabulky jsem déle zahrnula incidenci jednotlivych aneuploidii.

Citlivost (%) Falesné pozitivni nalezy (%) Incidence
Trizomie 21 99,7 0,040 1z 800
Trizomie 18 97,9 0,040 1z7500
Trizomie 13 99,0 0,040 1z 15000
Monozomie X 95,8 0,140 1 z 5000 Zen
Dalsi aneuploidie gonozomu 100 0,004
Dvojcetné téhotenstvi T21 100 0

Tabulka 2: Hodnoty citlivosti a falesné pozitivnich nalezii pri screeningu aneuploidii a jejich incidence
(Gil et al., 2017)

(hitps://journals.lww.com/greenjournal/citation/2016/05000/practice_bulletin no__163 __screening_f

or fetal.41.aspx).
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V ptipadé€ trizomie 13 a 18 jsou hodnoty citlivosti nizsi, coz mize byt zpiisobeno
obsahem guaninu a cytosinu, ktery je v téchto chromozomech v nizsi koncentraci, nez u
chromozomu 21 a tim padem mohlo byt sekvenovani zkresleno. Védci se domnivaji, ze NIPT
nabizi mnohem vétsi specifitu a nizsi miru falesSné€ pozitivnich nalezti nez biochemicky
screening v prvnim trimestru t€hotenstvi. Diky takto vysoké specifité se dafi nabizet méné

invazivnich testl, coz je dlouhodobym cilem I¢katské genetiky (Norton et al., 2015).

5.2 Detekce pohlavi plodu

Neinvazivni prenatalni testovani vyuziva fetalni cfDNA mimo jiné k urceni pohlavi
plodu. Detekce pohlavi je mozna pomoci real-time PCR jiz od 7. tydné t€¢hotenstvi, odkdy je
mozno detekovat fetalni cfDNA v matetské plazmé (Lo et al., 1998). Pravé moznost detekce
pohlavi v takto ranném stadiu t€hotenstvi je vyhodou oproti ultrasonografii, ktera je schopna
rozlisit vyvoj zevnich genitélii od 15. tydné gestace. Pokud existuje riziko vyskytu
genetického onemocnéni vazaného na chromozom X, je Zadouci, aby bylo pohlavi zji§téno
béhem prvnich tydnl té¢hotenstvi. V piipad¢, Ze Zena nosi plod Zenského pohlavi, je
automaticky moznost tohoto onemocnéni vyloucena, jelikoz postihuje ptevazné chlapce.
Honda et al. v roce 2002 uvedli, ze NIPD je tzv. ,,pfedtest”, jehoz vysledek urci, zda bude
nutno podstupovat invazivni prenatalni diagnostiku. Mezi X vdzana onemocnéni fadime

naptiklad Duchenneovu muskularni dystrofii, ¢i hemofilii A i B.

X - vazana dédi¢nost

Postizeny otec Zdrava matka Zdravy otec Postizena matka
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par | A -
il “ 7 Normalni
) { |
Mutovany —&1 . -‘{ geny - - =]
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A ] [e]e f Qf )
11 { = 1. | { )
| | | {1
= . - =] ]

el N . ek | ik

X X X X X X X X X

13




Obrazek 1: Grafické znazorneni prenosu X vazané recesivni dédicnosti (upraveno)

Podle: https.//www.cancer.gov/publications/dictionaries/genetics-dictionary/def/x-linked-dominant-

inheritance

K urceni pohlavi plodu se vyuZziva chromozom Y, ktery je v pfitomen v matetské
plazmé v ptipad¢, Ze plod je pohlavi muzského. Konkrétné se detekuji sekvence genu SRY
(sex determination region Y), ktery lezi na Y chromozomu a hraje rozhodujici roli pii vyvoji
muzského pohlavi. Dalsi analyzovanou sekvenci pomoci real-time PCR je naptiklad DYS/4,
rovnéz lokalizovand na Y chromozomu (Finning et al., 2008). Spolehlivost této metody
urcujici pohlavi se neustale zdokonaluje a dosahuje témét 100 %. V Casné fazi t¢hotenstvi je
detekce pomoci fetalni cfDNA je pfesnéjsi nez uZiti ultrasonografie (Avent et al., 2006), (Hill

etal., 2011).

5.3 Detekce monogennich chorob

Monogenné dédi¢né onemocnéni je typ genetické choroby, pii které dochéazi k mutaci
pravé v jednom genu. Charakter onemocnéni zavisi na funkci, kterou vykonava mutovany
gen. Mutace mtize zptisobovat nedostate¢nou, ¢i naopak nadmérnou expresi genu, ktery
koéduje enzymy, jejichZ vlastnosti a metabolické drahy, na kterych se enzymy podili, jsou tim
padem také pozménény. Vlivem mutace muze také dojit k poruse tvorby strukturalnich
proteintll, coz miiZze vyrazné ovliviiovat funkci organovych soustav. Tyto mutace mohou byt
prenédseny z rodicl na své potomky a vyznacuji se obvykle piedvidatelnou dédi¢nosti. Dle
typu dédi¢nosti se monogenni choroby rozdéluji na autozomalné dominantni (AD),
autozomalné recesivni (AR) a X-vazané choroby.

Autozomalné dominantni onemocnéni se fenotypovée projevuje jak u heterozygotti (Aa),
tak u dominantnich homozygotti (AA), jelikoz je znak pfenasen pravé dominantni alelou.
Diagnostika mutaci na fetalnich autozomech je velice naro¢nd, z divodu ptevahy matefské
DNA. NIPD bylo tedy omezeno na detekci dominantniho onemocnéni, které je zdédéno od
otce, ¢i vzniklého de novo spontanni mutaci (Wright et al., 2009). S ptfichodem
technologického rozvoje, MPS a digitdlniho PCR Ize stanovit pivod fetalnich mutaci
autozomaln¢ dominantniho onemocnéni (Lam et al. 2012). Piikladem je Huntingtonova
choroba (HD), coz je neurodegenerativni onemocnéni, které vznika mutaci v H7T genu, ktery
koduje huntingtin, zajiSt'ujici funk¢énost nervovych bunék. Ptiznaky této nemoci se vyznacuji

pozdnim nastupem, nejcastéji vSak ve stfednim véku. Pacienti trpi choreou, depresi, zménami
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osobnosti, progresivni demenci a po n¢kolika letech trvani nemoci kon¢i smrti. V roce 2003
Gonzalez-Gonzalez et al. provedli neinvazivni diagnostiku HD pomoci fetdlni DNA
v matetské plazmé. Studovana byla t€hotna Zena ve 13. tydnu gestace spole¢né s jejim
muzem, ktery byl postizen HD. Byly analyzovany pocty repetic v genu H7T, kterych se
vyskytuje u zdravych jedinct 9-36. Vyssi pocet repetic se vyskytuje u nositell tohoto
onemocnéni. Pomoci kvantitativné fluorescenéni PCR doslo k tispé$né diagnostice a
Gonzalez-Gonzalez et al. zjistili, Ze plod neni chorobou postiZen. Dalsi onemocnéni, fadici se
mezi AD, které je mozno detekovat analyzou matetské plazmy je naptiklad achondroplazie
(Saito et al., 2000) a myotonické dystrofie (Amicucci et al., 2000).

U autozomalné recesivnich onemocnénich je ptenos znaku podminén recesivni alelou.
Proto se nemoci tohoto druhu projevi pouze u recesivnich homozygott (aa). U heterozygoti
(Aa) se recesivni alela projevuje pouze v piipadé netiplné dominance. AR onemocnéni se
vyskytuji u obou pohlavi ve stejné mite a pravdépodobnost jejich vzniku se zvySuje u
ptibuzenskych parii. Diagnostika téchto onemocnéni pomoci neinvazivniho prenatalniho
testovani je opét slozita diky neschopnosti rozlisit identické alely od matky a otce. Lépe
proveditelné je to u rodiny, ktera uz postizeného potomka ma. V té€chto ptipadech je mozné
analyzovat geny, které jsou spojeny s onemocnénim a jakym zpiisobem jsou spojeny s geny
rodict. S pomoci mateifské plazmy a MPS se sekvenuji jednotlivé jednonukleotidové
polymorfismy (Single Nucleotide Polymorphism — SNP) v danych genech, coZ pomuiZe urcit
rodicovské genotypy a jejich spojitost s chorobou. Na zaklad¢ vysledkl z tohoto testovani je
mozné posoudit riziko onemocnéni u nenarozeného ditéte a ptipadné navrhnout dalsi kroky
diagnostiky. Tento postup diagnostiky aplikovali naptiklad New et al. v roce 2014 na
recesivni onemocnéni kongenitalni adrenalni hyperplazie (CAH). Pfikladem AR nemoci je -
talasémie. Pfi tomto dédi¢ném onemocnéni dochazi k mutacim genti, které koduji syntézu -
globinového fetézce a ten je vlivem této udalosti v nedostatku. Naopak a-globinovy fetézec je
v nadbytku, coz zptisobuje poskozeni a rozpad erytrocytt. NIPD tohoto onemocnéni byla
poprvé provedena v roce 2002 védci Chiu et al., ktefi vyuzili metodu RT-PCR k detekci
paternalné zdédénych mutaci. V nasledujicich letech diagnostikovali -talasémii pomoci
detekce SNP (Papasavva et al., 2008), nebo jiz zminénym MPS (Lam et al., 2012). Dle
nejnovejSich studii Ize vyuzit pro diagnostiku p-talasémie u plodu také metodu digital droplet
PCR (ddPCR) (Suwannakhon et al. 2023). Dals$i AR onemocnéni, vyuzivajici metod NIPD je
napiiklad cysticka fibroza (Gonzalez-Gonzalez et al., 2002).
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5.4 Detekce Rh faktoru plodu

Erytrocyty maji na svém povrchu vystaveny antigeny, dle kterych se urcuje krevni
skupina. RozliSujeme dva zakladni systémy krevnich skupin, a to konkrétné ABO systém a Rh
systém.

Rh faktor je determinovan pfitomnosti vice nez 40 antigentl, pfi¢emz vyznamnou roli
hraji antigeny C, c, D, E, e. Nejvyznamné;jsi je antigen D, jehoz pfitomnost na erytrocytech
dava krvi oznaceni Rh'. V ptipadé jeho neptitomnosti je efekt opacny a jedince oznaujeme
jako Rh negativniho (Rh’).

Rh pozitivitu determinujeme na genu RHD, pti¢emz pozitivni jedinci jsou
heterozygoti, ¢i homozygoti bez delece na tomto genu. Naopak u Rh negativnich jedincii
nesou ob¢ alely genu RHD deleci, takze jsou homozygoti s deleci. S pomoci fetdlni cfDNA
1ze identifikovat, jaky Rh faktor zdédil plod. V ptipad¢, ze Rh negativni matka ma plod bez
delece na RHD genu, znamena to, ze plod zdédil gen od otce a je Rh pozitivni.

V bélosské populaci je Rh pozitivnich vice nez 80 % jedinct (Wagner et al., 1995)
(Daniels et al., 2009). Inkompatibilita nastava pti krevni transfuzi, kdy je Rh negativnimu
jedinci podana Rh" krev. V tento moment dochazi ke vzniku protilatek a dochazi
k hemolytické reakci. Rh systém ma vyznam také v inkompatibilité matky a plodu, kdy matka
je Rh negativni a plod ma Rh* zdédény od otce. V prub&hu porodu se do matetského ob&éhu
dostavaji fetalni erytrocyty a evokuji tvorbu anti-D protilatek. Protilatky typu IgG piechazi
pfes placentu a vaZou se na antigeny erytrocytil, coz zpisobuje hemolytickou nemoc
novorozencl (HDN). Destruované fetalni erytrocyty mohou mit za nasledek mimo jiné
poskozeni CNS, anémii ¢1 dokonce umrti plodu in utero. Témto nasledkim lze pfedejit
imunoprofylaxi matky. Do 72 hodin je nutno podat matce profylaktickou infuzi anti-D
imunoglobulin, ktery zajisti destrukci Rh pozitivnich fetalnich erytrocytd, které se dostaly do
ob&hu matky. V takovém ptipadé neni tvorba protilatek ani zahdjena.

S pomoci NIPD a fetalni cfDNA je mozno urcit Rh faktor v krvi plodu a tim ptedejit a
minimalizovat vySe uvedeny proces. Poprvé byla neinvazivni prenatalni diagnostika
k vySetfeni Rh faktoru pouzita v roce 1998. Nejvétsi senzitivitu tento test vykazoval pii
provedeni po prvnim trimestru téhotenstvi (Lo et al., 1998) (Costa et al., 2002). Detekci Rh
statusu plodu se zabyvalo hned nékolik studii, v nichZ byla popsdna NIPD Rh faktoru pomoci
kvantitativni PCR (Geifman-Holzman et al. 2006). S vyuzitim této metody byl amplifikovan

exon 7 na RHD genu, pficemz analyza Rh faktoru plodu se ukéazala jako vysoce specificka
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(Faas et al., 1998). Vysoké specifity dosahly i dalsi studie, zabyvajici se touto problematikou
(Bischoff et al., 1999) (Zhong et al., 2000) (Finning et al., 2002).

6 Metody detekce fetalni cfDNA

6.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce byla objevena v roce 1983 Kary Mullisem (Mullis et al.
1983), ktery ziskal o 10 let pozdéji Nobelovu cenu za chemii. Tato metoda je vyuzivana
k amplifikaci ur¢itého segmentu DNA/RNA in vitro. Pro prib¢h reakce je nezbytna
ptitomnost templatové DNA, primert, nukleotidii, pufru, DNA polymerazy. Princip PCR
cyklu spociva ve tfech krocich, které se az 30krat opakuji k ziskani dostate¢ného mnozstvi
kopii useku DNA pro naslednou analyzu. Prvnim krokem je denaturace, béhem které se
dsDNA vlivem vysoké teploty (95 °C) rozdéli na jednovlakovou DNA. Nasleduje vazba
primerd, neboli annealing pfi teploté 50-60 °C. Ttetim krokem je elongace, ¢cimz dojde
k syntéze komplementérnich fetézcti pomoci ANTP a DNA polymerazy, ktera nasedla na
primery za teploty 65-75 °C. Mezi metodami detekce fetalni cfDNA se PCR a hlavné jeji

modifikace fadi mezi metody rutinné vyuzivané.

6.1.1 Kvantitativni PCR

Kvantitativni PCR (qPCR) neboli real-time PCR (RT-PCR) je nejvice vyuzivanou
modifikaci PCR, jelikoZ l1ze sledovat amplifikaci molekuly DNA v redlném case, coZ je
vyhodou oproti klasické PCR, ktera detekuje az vysledny amplikon na elektroforéze. Prib¢h
amplifikace je zaznamenavan v PCR cycleru, ktery snima fluorescen¢ni zateni, které vyzatuji
sondy navazané na DNA a také méni automaticky teplotu. Sondy umoziuji kvantitativni
detekci a miizeme je rozd€lit na hydrolyzac¢ni, hybridizacni a sondy vazici se na DNA.
Hydrolyzac¢ni je naptiklad sonda TagMan, ktera funguje na principu reportéru a zhasece.
Pokud jsou tyto dva komponenty v bezprostedni blizkosti, zhase¢ pohlcuje emisi reportéru,
ktery tim padem nesviti. Pro detekci fluorescen¢niho zafeni je potteba Taq polymeraza, ktera
hydrolyzuje sondu, zhasSe€ se dostane dal od reportéru a ten mize svitit. Dalsi skupinou jsou
sondy hybridiza¢ni, mezi které fadime naptiklad Molecular Beacon, které funguji opét na
principu reportéru a zhasece, u nichZ k detekci zateni dochédzi po zmén¢ tvaru sondy.
SybrGreen je fluorescencéni barvivo, které sviti v zavislosti na vazbé do malého Zlabku

dsDNA.
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V klinické praxi je tato metoda velice vyuzivanou v oboru lékaiské genetiky,
onkologie, mikrobiologie apod. V ndvaznosti na fetalni cfDNA byla tato metoda poprvé
pouzita v roce 1998, kdy byly zkoumény hladiny fetdlni frakce v matetské plazmeé (Lo et al.,
1998). Své vyuziti také nasla v detekci pohlavi, nebo pii studiu vymizeni fetalni cfDNA
z plazmy po porodu pomoci genu SRY (Lo et al., 1999). V této praci jsem také zminiovala
vyuziti RT-PCR pro ucely detekce paternalné zdédénych mutaci u HD (Gonzélez-Gonzalez et

al., 2003) a dalSich monogennich onemocnénich v kapitole 5.3.

Reakéni kinetika je monitorovana

v realném case
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Obrazek 2: Kvantitativni PCR (Zhang et al., 2024) (upraveno)
(A) Zkumavka se vzorkem. (B) Amplifikacni kiivka gPCR se ¢tyrmi fazemi. (C) Urceni kritického
prahu — kiivky pro riizné hodnoty poctu kopii DNA. (D) Odvozena standardni kiivka gPCR. (E)

Analyza kifivky tani provedenda po dokonceni PCR s pouzitim interkalacniho barviva k uréeni hodnoty

T

6.1.2 Digitalni PCR

Digitalni PCR (dPCR) je pokrocila technika polymerazové fetézové reakce, ktera
zajistuje vysokou citlivost a presnost. Tato metoda byla poprvé popsana a uvedena do
klinické aplikace v roce 1999. Cely reakéni objem je rozdélen do subreakci do jamek na €ipu,
nebo kapek o nanolitrovych objemech separovanych v emulzi. V kazdé jamce ¢i kapce pak
probiha samostatna PCR reakce. I zde se vyuziva vlastnosti fluorescen¢nich sond, které jsou
soucasti reakci, kde detekuji naptiklad mutantni a wild-type alely a poskytuji absolutni
kvantifikaci poctu kopii DNA (Vogelstein et al., 1999).

Metoda ¢ipové cdPCR vyuziva mikrofluidické kiemikové Cipy, které obsahuji reakéni

jamky, do nichZ je ptidana subreakce. V kazdé jamce probiha PCR reakce, jejiz produkty jsou
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fluorescen¢né detekovany pomoci fluorescen¢niho mikroskopu (Dube et al., 2008) (Li et al.,

2018).

6.1.2.1 Droplet digital PCR

Principem ddPCR je rozdé¢leni subreakce do kapek, k ¢emz se vyuziva metod
mikrofluidiky. Dochazi ke tvorb¢ kapek v olejové emulzi, kde nasledné probihaji jednotlivé
PCR reakce napiiklad s pomoci TagMan sondy. K analyze vysledkl se vyuziva pratokova
cytometrie, kterd detekuje kapku po kapce a pomoci fluorescence detekuje, ve kterych
kapkach se nachazi cilovy fragment DNA. Vysledky zpracovava specialni software, ktery je
schopen ur¢it koncentraci kapek, které vykazuji pozitivni signal a je v nich tedy pfitomna

cilova DNA (Hindson et al., 2011) (Li et al., 2018).

K prvnimu vyuziti digitdlniho PCR pro neinvazivni prenatalni diagnostiku doslo
v roce 2007, kdy Lo et al. detekovali fetalni trizomii 21 z fetalni cfDNA v matefské plazmé
(Lo et al., 2007). O par let pozdé€ji byly pomoci digitalniho PCR diagnostikovany dalsi typy
aneuploidii. Pomoci mikrofluidni dPCR byla detekovana mimo trizomie 21 také trizomie 18 a
13 chromozomu (Fan et al. 2009). Své vyuziti nasla tato metoda v RHD genotypizaci
(Svobodova et al. 2015), déle také v detekci otcovsky zdédénych mutaci pii cystické fibroze
(Debrand et al., 2015). X — vazané choroby jako naptiklad p-talasémie (Camunas-Soler et al.,
2018), srpkovita anémie (Barrett et al., 2012), hemofilie A i B jsou také detekovatelné pomoci
dPCR (Tsui et al. 2011). V né€kolika ptipadech detekce vykazovala dokonce dPCR vyssi
senzitivitu nez kvantitativni PCR (RT-PCR) (Sillence et al., 2015).

19



60000

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
Cislo jamky

Vzoreks
—

Viskyt

10000 20000 30000 40000
Fluorescence

Digitalizace - subreakce ve formé kapek, Isou spocitany negativni a pozitivni
nebo jamek na ¢ipu provadéjici soucasné Jsou registrovany subreakce a pofizené subreakce a vyhodnoceny jsou pomoci
tisice PCR snimky jsou zpracovaviny Poissonova rozdéleni

Obrdazek 3: Digitalni PCR (Zhang et al., 2024) (upraveno)

(F) Kompartmentalizace vzorku pro PCR na cipu. (G) Kompartmentalizace vzorku pro PCR pomoci
kapek. (H) Vizualizace simulovaného obrazu dPCR zaloZeného na cipu. (1) Skutecny obraz dPCR
zalozeného na kapkach. (J) 1D graf zobrazujici vysledky ve dvou pasech. (K) Graf znazornujici data

ve formatu histogramu proloZeného Gaussovou distribucni krivkou.

6.2 Sekvenovani nové generace

Sekvenovani nové generace (NGS — next generation sequencing) je inovativni
technologie, k jejimuz rozvoji doslo v 90. letech 20. stoleti. Touto metodou dokaZzeme
sekvenovat velké mnozstvi sekvenci soucasné za kratsi ¢as a mensi naklady, oproti jinym
metodam. Diive se k sekvenaci vyuZzivalo modifikaci Sangerovych metod, které postupem
vyvoje technik vystiidalo pravé sekvenovéani nové generace. Cilem NGS je osekvenovat
bud’to cely genom, nebo panely vybranych genti. Nékdy byva oznacovana jako masivné
paralelni sekvenovani (MPS) pravé z ditvodu generovani velkych mnozstvi dat, které se
nasledn¢ musi slozité analyzovat pomoci bioinformatickych metod.

Principem je fragmentace templatové DNA a nasledné pfipojeni adaptérti. Poté dochézi
k amplifikaci jednotlivych fragmentti pomoci PCR a k paralelnimu sekvenovani. Vysledkem
jsou sekvence o velikosti 20-700 bp. Mezi rutinné zavedené metody dnesni doby patii
naptiklad Illumina, coz je metoda zalozena na syntéze s vyuzitim reverznich terminatort
barviva. V ptipadé nasednuti nukleotidu probéhne fluorescencni zéateni, které jsme schopni
detekovat. S technickym rozvojem dochdzi k vyvoji metod, které prekonavaji tiskali metod

predchozich a umoznuji nam dlouhé ¢teni fragmentti a sekvenaci jedné molekuly DNA
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v realném Case. Jako ptiklad téchto metod lze uvést sekvenovani PacBio, vyuZivaici SMRT —
jednomolekulovy ptistup sekvenovani s fluorescen¢nimi sondami v redlném c¢ase. Dalsi je
metoda sekvenovani Oxford Nanopore, kterd se zaloZena na prichodu jednovldknové DNA
nanoporem, pficemz dochdzi k méteni zmén elektrického proudu, ¢imz se urci presna
sekvence DNA (Satam et al., 2023).

Prvni sekvenaci pomoci metody MPS provedli v roce 2007 Chiu et al., ktefi sekvenovali
DNA z matetské plazmy v prvnim a druhém trimestru t¢hotenstvi. Z téchto vzorkti
diagnostikovali pfitomnost trizomie 21 chromozomu, tedy zda je plod postizen Downovym
syndromem ¢i nikoliv (Chiu et al., 2008). I tato metoda je vyuZitelna k detekci dalSich
fetalnich aneuploidii (Chen et al., 2011) (Bianchi et al., 2012), véetn¢ pohlavnich, jako je
naptiklad Turneriv syndrom (Mazloom et al., 2013) (Zhang et al., 2017). Lo et al. v roce
2010 osekvenovali genom k zjisténi velikosti fragmenti fetalnich a matei'skych fragmentt.

Tato technika ma Sirokou Skalu klinického vyuZiti.

7 Etické aspekty a budouci sméry NIPD

Od pocatku zavedeni neinvazivnich prenatalnich technik védci usiluji o neustalé
zlepSovani a zkvalitiiovani jeji ucinnosti. Cilem je snizit miru faleSn€ negativnich vysledki
screeningovych metod, mezi které se fadi praveé neinvazivni prenatalni testovani. FaleSn¢
negativni vysledky mohou byt zpiisobeny nékolika faktory, a to naptiklad nizkym mnoZstvim
fetalni cfDNA v mateiské plazmé (Kinnings et al., 2015). V ptipadé, Ze by NIPT bylo natolik
citlivé a spolehlivé v detekci chromozomalnich aberaci, mohli bychom se v budoucnu
vyhnout podstupovani invazivnich zakroki, které predstavuji riziko pro plod a matku. Védecti
pracovnici predpokladaji, Ze s rozvojem NIPD bude moZno diagnostikovat §ir$i spektrum
chromozomalnich aberaci bez nutnosti aplikace invazivnich metod. Sekvenovani nové
generace (NGS) pfineslo do této oblasti také mnoho inovaci. S vyuzitim téchto technik jsme
schopni analyzovat fetalni cfDNA s vyssi citlivosti a piesnosti jiz v rané fazi t€hotenstvi.
Neodmyslitelnou ¢asti je rozhodné nabidnout vétsi dostupnost NIPT i v zemich, které nehradi
tyto testy z vefejného financovani, jelikoz neinvazivni analyza fetalni cfDNA neni cenové
dostupna pro vSechny Zeny. Nékteti védci se domnivaji, Ze integrace umélé inteligence do
tohoto oboru by mohla pfinést efektivnéjsi zpracovani dat ziskanych z analyzy fetalni cfDNA
(Gahan et al., 2022) (Jayashankar et al., 2023).

Vysetieni prenatalni diagnostiky s sebou nesou jisté etické otazky, které je tieba zvazit.
Pted provedenim vySetteni je diillezité nechat rodicku podepsat informovany souhlas, kterym

té¢hotna Zena potvrzuje souhlas s testovanim. Dale ma informovany souhlas za kol

21



informovat rodic¢e o tom, co NIPD zahrnuje, jaké mohou byt vysledky, zminény musi byt
rovnéz limitujici faktory téchto testl a jejich nasledky. Velice diilezitym aspektem je
zachovani 1€katiského tajemstvi pro fadné dodrzeni soukromi rodiny. Po obdrzeni vysledk
testu je nemén¢ dilezita také jejich dostatecnd interpretace a kvalifikované genetické
poradenstvi. V piipad¢ rozhodnuti matky o pferusSeni t¢hotenstvi vznikaji dalsi etické otazky,
které se tykaji prav plodu a matky (Calda et al. 2003) (Gahan et al., 2022) (Moufarre;j et al.,
2023).
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8 Zavér

V této praci byly shrnuty dosavadni poznatky o volné cirkulujici a fetalni cfDNA,
vyuzivanych v prenatalni diagnostice. Diskutovany byly také mechanismy jejiho uvoliiovani
do krevniho obéhu matky a hladiny v pribéhu celého téhotenstvi. Dale jsem popsala metody
prenatalni diagnostiky, které vyuzivaji analyzu fetdlni cfDNA k detekci mnoha dulezitych
genetickych informaci o plodu. Metody PCR a NGS se ukéazaly byt efektivnimi v detekci
chromozomalnich abnormalit, monogennich onemocnénich, nebo také v ur¢eni pohlavi plodu
v rané fazi t¢hotenstvi. Vzhledem k dosavadnim technologickym pokrokiim ma NIPD
potencial se stat vice pritkaznou metodou a standardem v prenatalni diagnostice, aby byla
zajiSténa co nejvyssi moznd kvalita péce pro matku a plod, bez nutnosti podstoupit zakroky
invazivni.

I pfes mnohé vyhody neinvazivnich metod je tfeba brat v tivahu i etické aspekty.
S vyuzitim téchto metod ptichazi etické otazky tykajici se soukromi, ¢i dostatecné
informovanosti rodict o pouZitych metodach a jejich nasledcich, které je potifeba konzultovat
pted provedenim vysetieni.

Tuto problematiku bych rada dale zpracovavala ve své diplomové préaci v navazujicim
magisterském studiu na Pfirodovédecké fakulté Univerzity Karlovy, s cilem ziskat hlubsi

poznatky a informace o tomto tématu, pfesahujici do praxe.
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