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Souhrn

Dosazené vysledky potvrdily, Ze vySetfeni metodou QF-PCR vykazuje 100%
senzitivitu a pfi analyze 5 vySetfovanych chromozomu je schopné identifikovat az 90%
klinicky signifikantnich chromozomalnich aberaci. Negativni vysledek QF-PCR analyzy
snizuje rezidudlni riziko zachytu signifikantni chromozomalni aberace nediagnostikovatelné
QF-PCR u pacientek s negativnim UTZ nalezem pod 1/1500. Tento fakt je velmi dulezity pro

zmirnéni obavy u pacientek s rizikem postizeni plodu chromozomalni aberaci.

QF-PCR test zaméteny pouze na analyzu chromozomu 21 se ukazal jako ekonomicka
a klinicky akceptovatelna soucast screeningu Downova syndromu v 2. trimestru. V ptipadé
striktniho dodrzeni indikacnich kritérii (pozitivni biochemicky screening a UTZ provedeny
certifikovanym specialistou bez patologického nalezu) je schopen detekovat az 87,5%

signifikantnich chromozomalnich aberaci s kompletni specifitou.

Na zékladé¢ zjisténé informativity pouzitych STR markert v nasi populaci se podafilo
sestavit diagnosticky set markeri s vysokou informativitou, vcetné¢ nadstavbovych setl
markerli na jednotlivé testované chromozomy, ktery minimalizuje riziko neinformativniho
vysledku vySetfeni a umoziluje spolehlivou diagnostiku chromozomalnich aberaci
testovanych chromozomt, v¢etné monozomie X, ktera byla pii pouziti nedostatecného poctu

markert problematicka.

Z dosazenych vysledki vyplyva, ze QF-PCR ptedstavuje vhodnou a spolehlivou

molekularné cytogenetickou metodu k rychlé diagnostice aneuploidii.



Conclusion

Achieved results confirmed that QF-PCR can provide rapid and reliable results in the
majority of prenatal samples within 24 hours. Our results indicated that rapid aneuploidy
detection (RAD) by QF-PCR method is ~90% sensitive and 100% specific, in accordance
with published data. We were able to present results of the largest clinical application of QF-

PCR in routine prenatal diagnosis in the Czech Republic.

A negative result from QF-PCR analysis, in conjunction with a negative US scan, shift
the residual risk of significant foetal chromosomal aberation to under 1/1500, which may be

an important factor in alleviating maternal anxiety.

RAD directed towards trisomy 21 only (our T21 test) is an economically and clinically

acceptable component of second trimester screening for Down syndrome.

After evaluation of heterozygosity (and therefore, informativity) of commonly used
STR markers, we were able to set up a new multiplex assay which significantly improved the
QF-PCR methodology for rapid prenatal aneuploidy detection in the Czech population. Based
on detected heterozygosity of markers used for QF-PCR in this population, new assay is a

robust for the detection of chromosomes 13, 18, 21, X and Y in a single reaction.



1. Uvod

V této disertacni praci byla vyuzita specificka tfida vysoce polymortnich markert, tzv.
kratkych repetitivnich sekvenci (Short Tandem Repeats - "STR lokusy") k prenatalni 1
postnatélni diagnostice nejcastéjsich lidskych aneuploidii metodou kvantitativni fluorescencni
polymerazové fetézové reakce (Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction - "QF-
PCR").

STR lokusy jsou pomérné kratké, vysoce variabilni useky DNA, které¢ jsou v lidském
genomu Siroce rozsifené. S pouzitim PCR (Polymerase Chain Reaction) jsou vyuzitelné i v
pfipadé malého mnozstvi ¢i castecné degradované DNA. Pii béznych komparativnich
vySetienich v medicin€ je mozné srovnat zastoupeni alel u testovanych jedinct (napf. rodice -
dite), pti vypoctech ptibuznosti ¢i pii individualni identifikaci jedince je nutné znat frekvence
alel ve studovanych lokusech.

Nejcastjsi chromozomalni aneuploidie zahrnuji chromozomy 21, 18, 13 a pohlavni
chromozomy. Tyto chromozomy jsou zodpovédné za vice nez 80 % chromozomalné
podminénych vyvojovych vad. Metoda QF-PCR umoziuje molekularni detekci aneuploidii
jmenovanych chromozomti. Tato metoda zdroven umoziuje zjisténi rodicovského piivodu
nadbytecného chromozomu a urceni, zda k procesu nondisjunkce doslo v prvni ¢i druhé
meidze, popiipad¢ v mitoze.
mife toto plati i pro ostatni trizomie.

Za moznou pfi¢inu nondisjunkce se povazuje také radioaktivni zateni. Po roce 1986,
kdy doslo k vybuchu jaderné elektrarny v Cemobylu, bylo publikovano piedev§im v zapadni a
sttedni Evropé¢ velké mnozstvi populacnich studii, které se zabyvaly vlivem radiacniho zafeni
na zdravotni stav takto exponované populace. Vysledky studii se vSak spiSe ptiklanéji k
dlouhodobému trendu nértstu incidence Downova syndromu v populaci v disledku vyssiho
véku rodicek a s jinymi negativné pisobicimi faktory prostfedi. K podobnym zavérim dosla i
studie celkem 124 nukledrnich rodin déti postizenych Downovym syndromem narozenym po
roce 1987 z Ruska, Ukrainy a Berlina, na které autorka participovala. Vysledky byly
publikovany v Machatkova et al. 2005 (P3).



1.2. Prenatalni diagnostika aneuploidii

Prenatalni diagnostika chromozomalnich aneuploidii byva ve vétSin€ piipada
provadéna klasickou cytogenetickou analyzou kultivovanych bun¢k ziskanych z plodové vody
nebo choriovych klkii. Tento postup vyzaduje dlouhodobou kultivaci fetalnich bun¢k a
vysledek vysetfeni je ve vétSing€ piipadl k dispozici az 12 - 15 dnl po odbéru biologického
materidlu. Cytogenetickd analyza umoznuje detekci vSech chromozomalnich aberaci, jeji
hlavni nevyhodou je ¢asova narocnost vySetfeni. Interval mezi odbérem vzorku a vydanim
vysledku zvySuje anxiozitu budoucich rodict, hlavné v pfipadech, kdy neinvazivni
screeningoveé testy (biochemické testy a/nebo ultrazvukové vysetteni plodu) provedené béhem
prvniho a druhého trimestru téhotenstvi naznacuji zvysSené riziko chromozomalni aberace

(Marteau et al. 1992).

Vétsina patologickych nélezi identifikovanych v prenatdlnich vzorcich zahrnuji
trizomie chromozomu 13, 18 a 21 a aneuploidie pohlavnich chromozoml X a Y. (Crandall et
al. 1980; Ferguson-Smith et al. 1984). V¢asna identifikace téchto chromozomalnich aberaci je
velmi vyznamna pro klinicky management patologickych téhotenstvi. V minulych letech bylo
proto zavedeno mnoho novych metod molekuldrni cytogenetiky, které umoznuji jejich
identifikaci do 24-48 hodin po odbéru vzorku.

Velice rychlou alternativni metodou molekulédrni cytogenetiky je metoda QF-PCR.
Vysetteni je mozné provést do jednoho dne po odbéru biologického materidlu a patii k

nejperspektivnéjsim metodam prenatdlni cytogenetické diagnostiky (Ferguson-Smith 1997).

1.3. Kvantitativni fluorescencni polymerazova retézova reakce (QF-PCR)

QF-PCR je molekularn¢ genetickd metoda, ktera umoznuje rychlou diagnostiku
nejcastéjsich aneuploidii. Principem metody je PCR amplifikace vybranych STR lokusi; tyto
lokusy jsou vysoce polymorfni, v pribéhu zivota jedince velmi stabilni a mohou po PCR
amplifikaci slouzit jako markery pro detekci vybranych chromozomalnich aneuploidii
(Adinolfi et al. 1997, Mansfield 1993, Sherlock ef al. 1998, Toth et al. 1998, Pertl et al. 1994,
1996, 1997, 1999a, 1999b, Cirigliano et al. 2001, 2004, 2006). Tato metoda umoziuje nejen
detekci aneuploidii, ale zdroven umoziuje velmi presné urcit parentalni piivod nadbytecného

chromozomu a lokalizovat vznik nondisjunkce do prvniho ¢i druhého meiotického déleni.



Do soucasné doby bylo nalezeno velké mnoZzstvi polymorfnich STR markera.
Pravdépodobnost informativniho vysledku je déna vysi heterozygozity konkrétniho markeru.
Heterozygozita (a tudiz informativita) se stejné¢ jako frekvence jednotlivych alel
v jednotlivych studovanych populacich lisi (Sacchetti et al. 1999).

Vybér STR markert pro analyzu je proto velice dulezity. Pokud je selekce pouzitych
markerti zaloZzena na skuteCnych heterozygozitach v analyzované populaci, umozni tento
piistup minimalizovat riziko nedostatecné informativniho vysledku.

Metoda QF-PCR vyuziva prevazné tetranukleotidové STR markery, které jsou stabilni
pti amplifikaci metodou PCR. Pfi jejich amplifikaci nedochazi k tak Casté tvorbé "stutterd"
vlivem sklouzdvani DNA polymerazy ani k tak vyrazné preferenc¢ni amplifikaci kratSich alel
jako je tomu u diive hojné pouzivanych dinukleotidovych markerdt (Utah Marker
Development Group, 1995).

Vyhody pouziti QF-PCR jako doplnujiciho vysetieni ke klasickému cytogenetickému
vySetfeni dokumentuje mnoho publikaci (Adinolfi et al. 1995, Pertl et al. 1996, 1997, 1998,
1999a, Findlay et al. 1998, Valero el al. 1999, Schmidt et al. 2000, Putzova et al. 2008).



2. Hypotézy a cile prace

Cilem ptredkladané¢ disertacni prace bylo zkvalitnit, rozSifit a standardizovat
diagnostiku aneuploidii chromozomi 13, 18, 21, X a Y metodou QF-PCR a jeji aplikace
v klinické praxi. Pro standardizaci metody bylo nutné pfedev§im zavedeni novych STR

markerti s vysokou heterozygozitou (a tudiz informativitou).
Pracovni hypotézy:

(1) Oveéfteni senzitivity a specificity QF-PCR vysetieni aneuploidii chromozomii 13, 18, 21, X
a Y na velkém mnozstvi klinickych vzorki.

(2) Overeni moznosti analyzy pouze trizomie chromozomu 21 v ptipadech indikovanych
vyhradné¢ na zdkladé¢ pozitivniho biochemického screeningu v druhém trimestru
téhotenstvi (ovéfeni senzitivity, specificity a kalkulace rezidualniho rizika dalSich
chromozomalnich aberaci).

(3) Kalkulace rezidudlniho rizika jiné chromozomalni aberace ve vySetfovaném souboru
klinickych vzorkd.

(3) Do jaké miry by ovlivnilo informativitu vySetfeni, pokud by se podafilo sestavit
diagnosticky set z STR markert vybranych na zaklad¢ skutecné zjisténych heterozygozit

v Ceské populaci.



3. Material a metodika

3.1. Biologicky material

Soubor zpracovany v ramci prenatalniho a postnatdlniho vySetteni tvofilo vice nez 7
200 vzorkt. VSechny vzorky, indikované k vySetieni metodou QF-PCR byly indikovany
soucasn¢ na klasické cytogenetické vySetfeni karyotypu (dudlni testovani). Vysledky
vySetfeni metodou QF-PCR byly nicméné uzavieny bez znalosti vysledkl cytogenetického

vySetfeni.
3.2. Metodika

V obdobi od listopadu 2002 do unora 2007 bylo k vysetieni nejcastéjSich aneuploidii
metodou QF-PCR indikovano celkem 6349 vzorki — soubor sestaval z 142 vzorkl choriovych
klkd a 6207 vzorkl plodové vody. VySetfeni bylo ve vSech ptfipadech provedeno jako rychlé
doplikové vySetfeni vybranych nejCastéjSich aneuploidii za soucasné cytogenetické analyzy
celého karyotypu. U 2764 vzorkl (44.5%) byla provedena analyza chromozomt 13, 18, 21, X

a Y. Indikac¢ni kritéria tohoto vySetieni byla nasledujici:

(1) pozitivni ultrasonograficky nalez

(2) riziko trizomie chromozomu 18 zjisténé na zdklad€ biochemickych testl

(3) pozdni zachyt suspektné patologického téhotenstvi

(4) anxiozita matky

V 3443 ptipadech bylo provedeno pouze vySetieni chromozomu 21 (55.5%). Test byl
indikovan na zaklad¢ rizika trizomie chromozomu 21 vysSiho nez 1:250 stanoveného
vyhradn¢  biochemickymi  testy v druhém  trimestru  t¢hotenstvi s negativnim

ultrasonografickym nalezem.

3.3. Vlastni pracovni postup

Izolace DNA znativni plodové vody i1 choriovych klkii byla provadéna komercné

dodavanym kitem Qiagen (Qiagen, USA) za pouziti standardnich izolacnich protokoli
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s modifikacemi pracovniho postupu (popsano v Putzova et al. 2008 (P1)). Pokud byla
k analyze dodana krev (fetalni krev popf. periferni krev matky pro srovnavaci analyzu) DNA
izolovdna pomoci kitu Qiagen (Qiagen, USA) nebo za pouziti izolacniho ptistroje MagNA

Pure Compact (Roche, Switzerland).

Od roku 2002 doslo né€kolikrat ke zmén¢ kompozice vySetfovacich markert pro
vySetieni aneuploidii chromozomu 13, 18, 21, X a Y za ucelem zvySeni efektivity vySetfeni.
V letech 2002 az 2004 byly pouzivany markery popsané v publikaci Pertlové et al. 1997.
Markery X22, P39 a amelogeninovy marker (X-106 bp/Y-112bp) byly doplnény na pocatku
roku 2003 pro pfesn¢jsi stanoveni aneuploidii pohlavnich chromozomi (Cirigliano et al.
1999). Od roku 2004 byly k vySetfeni pouzivany dva multiplexni sety: multiplex popsany
Mann et al. 2004 obsahujici 13 markera specifickych pro chromozomy 13, 18 a 21 a set
k vySetfeni aneuploidii pohlavnich chromozomt popsany Donaghue et al. 2003. Zmény do

roku 2007 byly popsany v Putzova et al. 2008. (P1)

Od tnora 2007 je aplikovan nové sestaveny diagnosticky set markert. Postup
sestaveni setu a vysledky jeho aplikace popsany v Putzova et al. in press (P2). STR markery
byly vybrany (1) na zdklad¢ skutecné zjiSténych heterozygozit v nasi populaci (2) na zakladé
jejich umisténi na testovanych chromozomech (3) preferovany byly STR markery s nizkou
frekvenci zjiSténych mikroduplikaci v nasi populaci. Soubor STR markerti k vySetieni
trizomie chromozomu 21 v letech 2002 az 2007 sestaval z markeria D21S1432, D21S1446,
D21S11, D21S1411 a AMX/Y (Putzova et al. 2008 (P1)). V roce 2007 byl tento set rovnéz
modifikovan, byly doplnény markery D21S1435, D21S1437 a D21S1412 a z analyzy byl
vypustén marker D21S1446.
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4. Vysledky

V letech 2002 az 2007 byly vzorky testovany pomoci diive publikovanych seti STR
markerti (Donaghue ef al. 2003, Mann et al. 2004, Pertl et al. 1997) a setu k detekci trizomie
21 na souboru 6 349 klinickych vzorki. Vysledky aplikace téchto multiplexnich seti STR
markerti jsme publikovali v Putzova et al. 2008 (P1). VSechny vzorky v tomto souboru byly

dudlné testovany.
Soubor byl rozdélen na zéklad¢ indikace k vySetfeni do dvou kategorii:

1) vzorky testované na CHAs 13, 18, 21, X a Y obsahoval 2 906 vzorkl (vSechny
CVS (142) a 2764 PV) s nasledujicimi indika¢nimi kritérii: 1) pozitivni UTZ, 2)
zvysSené riziko trizomie chr. 18 zjisténé na zakladé biochemického testu, 3)

pokrocily TT pii vyzadani vySetieni, 4) anxiozita matky

2) vzorky testované na pouze markery specifickymi pro chromozom 21 — celkem
3443 PV. Jedinym indika¢nim kriteriem byl pozitivni vysledek biochemického

screeningu (>1:250) s negativnim UTZ nélezem.

Vsechny pozitivné testované vzorky (celkem 242) byly rozdéleny do Ctyt kategorii:
1) chromozomalni aberace diagnostikovatelné RAD, 2) nebalancované chromozomalni
aberace (CHA) a trizomie autozoml nediagnostikovatelné RAD, 3) CHAs s nejasnou
prognoézou (balancované de novo, mozaikové formy a marker chromozomy), 4) ostatni CHAs,
pravdépodobné bez klinického vyznamu v probihajici gravidité¢ (familidrni balancované
piestavby a polymorfismy). Abnormalni nélezy a frekvence jejich ndlezu v naSem souboru je

shrnuta v tabulce 1.

QF-PCR test, testujici chromozomy 13, 18, 21, X a Y detekoval 91,5% CHAs
(130/142) signifikantnich CHAs v souboru 2906 testovanych vzorkl. V kategorii testované
pouze na trizomii chromozomu 21 bylo zachyceno 87,5% (42/48) signifikantnich CHAs.
Detailni klinické informace o vSech klinicky signifikantnich CHAs nedetekovanych metodou

QF-PCR v tomto souboru byl publikovan v Putzova et al. 2008 (P1).
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Tabulka 1: Abnormalni cytogenetické nalezy dudlné testovanych vzorkli (n=6349) a

frekvence jejich vyskytu v testovaném souboru

Cytogeneticka kategorie Pocet Cast (%) Frekvence nalezu (1 pozitivni
nalez na pocet testovanych
vzorki)
CHA diagnostikovatelné QF-PCR 175 72.3 1: 36
VSechny CHA nediagnostikovatelné RAD 67 27.7 1: 90
Nebalancované 4.1 1:600
10
Nejista prognodza 5.0 1:500
12
Bez klinického vyznamu v probihajici 18.6 1:140
gravidité 45
CELKEM 242 100

Na zaklad¢ téchto vysledkt byla také stanovena heterozygozita jednotlivych pouzitych
STR markerii a sestaven novy diagnosticky set STR markeri tak, aby bylo snizeno na
minimum riziko neinformativniho vysledku. Tento diagnosticky set je v nasi laboratofi
(Gennet, Praha) aplikovan od tnora 2007. Informace o vybranych STR markerech pouzitych
v novém diagnostickém setu, metodika sestaveni setu a prvni vysledky ziskané na 960
klinickych vzorcich budou publikovany zanedlouho (Putzova et al. Prenat Diagn, in press,
P2).

Soucasné byla vytvorena soustava nadstavbovych markert vhodnych k samostatnému
testovani jednotlivych chromozomi. Tyto sety jsou vyuzivany (1) k samostatnému testovani
jednotlivych chromozomti v piipadé potieby ovéfeni patologického vysledku zjisténého
zékladnim setem STR markert; (2) k samostatnému testovani jednotlivych chromozomu
v pfipadé nedostatecné informativniho vysledku konkrétniho chromozomu po vySetfeni
zakladnim setem STR markerti. Nadstavbové sety byly konstruovany tak, Ze obsahuji vS§echny
STR markery na testovany chromozom obsazené¢ v zdkladnim setu a 4-7 vybranych

nadstavbovych markert.
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5. Diskuze

Tato disertani prace je vénovéana problematice vySetiovaci metody QF-PCR, jeji
optimalizaci, standardizaci a moznostem jejiho vyuziti v prenatalni a postnatalni diagnostice
nejcastéjSich aneuploidii.

V tvodni ¢asti prace byly testovany diive publikované multiplexni sety STR markert
na velkém mnozstvi klinickych vzorki. Vzhledem k faktu, ze metoda QF-PCR se v CR
neprovadi jako samostatné vySetfeni, ale je ve vSech indikovanych ptipadech soucasti
duélniho testovani karyotypu plodu v riziku chromozomalni aberace, testovali jsme moZnost
vySetfovat v pfisn¢ indikovanych ptipadech pouze chromozom 21 (zvysené riziko Downova
syndromu zjisténé na ndkladé¢ vysledki druhotrimestrdlniho biochemického screeningu
s negativnim UTZ ndlezem). Vysledky tohoto pfistupu jsme publikovali v European Journal

of Medical Genetics (P1).

V druhé¢ casti disertacni prace byla feSena moznost optimalizace a rozSifeni spektra
vySetiovacich markert tak, aby byla zvySena informativita a tim i efektivita vySetfeni.
Vychazeli jsme z faktu, Ze informativita (heterozygozita) jednotlivych STR markeri se
v jednotlivych populacich mize vice ¢i méné lisit (Sacchetti 1999), pfi sestavovani nového
diagnostického setu jsme tedy vychazeli z heterozygozit skutecné zjisténych v ¢eské populaci
na celkem 2 906 prenatalné testovanych vzorcich. Nami zjisténé informativity jednotlivych
testovanych STR markerti a postup pfi vybéru markertt do nového multiplexniho setu byl
popsan a bude zanedlouho publikovan v Pranatal Diagnosis (P2). Nad rdmec tohoto
publikovaného setu byl vytvoien komplex nadstavbovych STR markert, které jsou pouzivany
k ovéfeni patologického vysledku zjisténého zadkladnim setem STR markerti a ve vyjmec¢nych
ptipadech (cca 0,3% vsech testovanych vzorkill) k doplnéni vySetfeni v ptipadé€, ze byl na
nékterém z vySetfovanych chromozomu ziskan informativni vysledek pouze na jediném STR

markeru.

Vysledky studie potvrzuji, Ze pro amplifikaci metodou QF-PCR by mély byt pouzity
vyhradné tetranukleotidové ¢i pentanukleotidové markery. Jsou stabilngj§i a pii jejich
amplifikaci nedochézi ke sklouzdvani DNA polymerazy tak jako je tomu u dinukleotidovych
markert (Utah Marker Development Group, 1995).

Zaroven byly zavedeny markery slouzici k spolehlivé detekci vSech aneuploidii

pohlavnich chromozomt. Dfive doporucena kombinace markerti AMX/Y, X22, P39 a
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XHPRT (Cigriliano et al. 1999, Sherlock et al. 1998) se ukazala jako zcela nedostate¢na (viz.
Putzova et al. 2008 (P1)), kdy fada normalnich Zenskych plodd (az 0,5%) vykazovala
monoalelicky nalez na vSech tfech markerech. Okamzité po tomto zjisténi byl zaveden set
publikovany Donaghue et al. 2003. Nami nov¢ sestaveny set diagnostickych markert
obsahuje dostatecny pocet STR markert specifickych k chromozomim X a Y a umoziuje
detekci vSech variant aneuploidii pohlavnich chromozomu, vcéetné 47, XYY, 47,XXX,
47,XXY a izochromozomu X, které pomoci seti uzivanych pted rokem 2002 nebylo mozné
detekovat.

Dosazené vysledky potvrdily, Ze vySetteni metodou QF-PCR vykazuje 100%
senzitivitu a pfi analyze 5 vySetfovanych chromozomu je schopné identifikovat az 90%
klinicky signifikantnich chromozomalnich aberaci (Putzova et al. 2008 (P1)). Pti analyze
pouze chromozomu 21 je mozné v pifipad¢ striktniho dodrzeni indikacnich kritérii (pozitivni
biochemicky screening a UTZ provedeny certifikovanym specialistou bez patologického
nalezu) detekovat az 87,5% signifikantnich chromozomalnich aberaci s kompletni specifitou a
je tedy akceptovatelnou levnéjsi variantou bézné provadéné QF-PCR, v pfipadé, Ze je tato

analyza provadéna v ramci dudlniho testovani PV (Putzova et al. 2008 (P1)).

V literatufe se jiz dlouho diskutuje o moznosti, ze by QF-PCR pomohlo redukovat
potiebu konvencni cytogenetické analyzy pouze na ptisn¢ indikované piipady. Retrospektivni
analyzy (Chitty et al. 2006, Kagan et al. 2007) naznacuji, Ze indikaci, ktera by méla mit
nejvetsi vahu pii rozhodovani o tom, zda by QF-PCR mélo byt doplnéno o cytogenetické
vySetieni celého karyotypu je UTZ vySetfeni plodu. V ptipadé¢ patologického UTZ nalezu by
m¢éla byt karyotypyzace provedena. UK je zatim jedind zemé, kde je QF-PCR aplikovéano na
vSechny invazivné testované vzorky jako samostatné indikované vySetieni a pouze u
pacientek s patologickym ultrazvukovym ndlezem je doplnéno vySetieni karyotypu. Hlavnim
diivodem je tuspora finan¢nich prostiedkid U.K. National Health Service. Karyotypizace je
provadéna jen u cca 15% vSech invazivné odebranych vzorkl a riziko falesn¢ negativniho
vysledku je u téhotenstvi bez UTZ nalezu pouze 1 na ptiblizné 1 500 provedenych QF-PCR
vySetieni (Grimshaw et al. 2003, Ogilvie et al. 2005b).

Na zékladé¢ retrospektivni analyzy naSich dat z let 2002-2007 jsme dosli k podobnym
vysledkiim. Riziko falesné negativniho vysledku v naSem souboru by pii testovani
chromozomu 13, 18, 21, X a Y pouze metodou QF-PCR u téhotenstvi s negativnim UTZ
nalezem bylo 1 : 1 513 provedenych vySetieni (Putzova et al. 2008 (P1)). To by vSak

pfinasSelo riziko pfiblizné tfech faleSné negativnich vysledkil pfi primémém ro¢nim poctu
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4 000 prenatalnich vySetfeni v naSem centru. Z tohoto diivodu QF-PCR zistava dopliikovou
metodou u vysoce rizikovych téhotenstvi, po jejimz provedeni s negativnim vysledkem
zustava rezidudlni riziko falesSn¢€ negativniho vysledku nizké a tato skute¢nost pomaha snizit
psychickou zatéZz u anxioznich pacientek, naopak pozitivni nalez pii korespondujicim UTZ

nalezu umoziuje okamzity management patologickych té¢hotenstvi.

Z dosazenych vysledki vyplyva, ze QF-PCR ptedstavuje vhodnou molekularné
cytogenetickou metodu k rychlé diagnostice aneuploidii. Vysledky diagnostiky metodou QF-
PCR je mozné ziskat jiz do né€kolika hodin po odbéru biologického materidlu, a proto je
vyhodna pro feSeni akutnich geneticky rizikovych piipadd. Vysetfeni metodou QF-PCR je
v CR aplikovano jako sou¢ast dualniho testovani karyotypu, kdy je pouzivano predeviim u
pacientek s vysokym rizikem chromozomalni aberace (>1:100), hlavné v ptipadech, kdy je
vhodny rychly management rizikové gravidity (pozitivni UTZ nélez, pozdni zachyt

patologické gravidity).
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6. Zavery

Predlozen¢ vysledky predstavuji nejvetsi klinickou aplikaci rychlé prenatdlni
diagnostiky aneuploidii v Ceské republice. Z dosazenych vysledkii vyplyva, ze QF-PCR
pfedstavuje vhodnou molekularné cytogenetickou metodu k rychlé diagnostice aneuploidii.
Vysledky diagnostiky metodou QF-PCR je mozné ziskat jiz do n€kolika hodin po odbéru
biologického materialu, a proto je vyhodna pro feSeni akutnich geneticky rizikovych ptipadu.
Vysetteni metodou QF-PCR je v CR aplikovano jako sou¢ast dudlniho testovani karyotypu,
kdy je pouzivano predevS§im u pacientek s vysokym rizikem chromozomadlni aberace
(>1:100), hlavn¢ v ptipadech, kdy je vhodny rychly management rizikové gravidity (pozitivni
UTZ nalez, pozdni zachyt patologické gravidity).

Zavedenim nového diagnostického setu sestaveného na zaklad¢ zjisténych informativit
pouzivanych markert v ¢eské populaci se podaftilo zrychlit a zkvalitnit prenatalni diagnostiku

minimalizaci rizika ziskani neinformativniho vysledku vysetteni.
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