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ABSTRAKT

Kvantitativni ~ fluorescenéni  polymerazova fetézova reakce (QF-PCR) je
molekularné genetickd metoda zalozena na amplifikaci kratkych tandemovych repetic
(Short tandem repeats, STR) a méfeni vySek pikii amplikoni na elektroforeogramu.
V soucasné¢ dobé je QF-PCR povazovana za spolehlivou, rychlou a levnou metodu
nahrazujici postupné bézné cytogenetické analyzy aneuploidie (vysetfeni z dlouhodobych
kultur bun¢k plodové vody). Piesto vSak v n€kterych piipadech nelze pomoci QF-PCR
urcit parentalni a meioticky ptivod aneuploidie.

Cilem mé prace bylo ovéfit nové dinukleotidové STR markery na chromozomech
13, 16, 18, 21 a 22. Dale zvysit diagnostickou efektivitu QF-PCR piibranim dalSich
tetranukleotidovych STR markerit na chromozomech 15, 16, 22 a zjistit populacni a
analytické charakteristiky téchto markert.

U vsech dinukleotidovych STR markerti se vyskytovaly ve véts§i mife stuttery, a
proto nejsou vhodné pro tcely rutinni diagnostiky. STR markery pro chromozomy 15, 16 a
22 byly ovéfeny na 100 pacientech. Byly vybrany 4 informativni markery pro chromozom
16, 4 pro chromozom 22 a 3 pro chromozom 15. V diplomové praci jsem tak rozsitila

spektrum diagnostickych STR markeru.
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ABSTRACT

Quantitative fluorescence polymerase chain reaction (QF-PCR) is a molecular
genetic method based on the amplification of microsatellites (Short tandem repeats, STR)
and measurement of the peak heights of amplicons in the electropherogram. Currently, the
QF-PCR deemed reliable, fast, and inexpensive method that is gradually replacing
conventional cytogenetic analysis of aneuploidy (examination of long-term cultures of
amniotic fluid). However, in certain cases it is impossible to determine the parental origin
and meiotic aneuploidy by QF-PCR.

The aim of this work was to verify the new dinucleotide STR markers on
chromosomes 13, 16, 18, 21, and 22 and further increase the diagnostic efficiency of QF-
PCR retaining other STR markers on chromosome 15, 16, 22 and to determine the
population and the analytical characteristics of these markers.

For all dinucleotide STR markers stutter occurred in high frequency and therefore
there were found not to be suitable for routine diagnostics. STR markers for chromosomes
15, 16 and 22 were tested on 100 patients. We selected four informative markers for both
chromosome 16 and 22, and three markers for chromosome 15. Thus, | expanded set of

diagnostic STR markers in this thesis.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AFP
AMC
cC
CVsS
EtBr
hCG
NTD
PGD
QF-PCR

STR

Ta

Tm
uE3

alpha-fetoprotein

amniocentesis

cordocentesis

chorion villus sampling

ethidium bromide

human chorionic gonadotropin
neural tube defects

preimplantation genetic diagnosis
quantitative fluorescent polymerase

chain reaction

short tandem repeats

annealing (hybridization) temperature
primer

melting temperature primers

unconjugated estriol

alfa-fetoprotein

amniocentéza

kordocentéza

odbér choriovych klkt
ethidiumbromid

lidsky choriovy gonadotropin
defekty neuralni trubice
preimplantacni geneticka diagnostika
kvantitativni fluorescen¢ni

polymerazova fetézova reakce

kratké tandemové repetice
annealingova (hybridizacni) teplota
primera

teplota tani primera

nekonjugovany estriol



1. Uvob

Téhotné se zvySenym rizikem chromozomdlnich abnormalit u plodu podstupuji
klasickou cytogenetickou analyzu (karyotypovani) z odbéru choriovych klka (CVS) nebo
plodové vody (amniocentéza, AMC), které je tieba kultivovat k ziskdni bunck v metafazi
vhodnych pro cytogenetickou analyzu (Cirigliano et al., 2006). Nejenze je CVS a AMC
invazivni metoda (pfi amniocentéze se odebira 15 — 20 ml plodové vody), ale kultivace je
zdlouhava a celé vySetteni trva 10 — 21 dnd (Bocian et al., 2001; Tepperberg et al., 2001;
Liehr et Ziegler, 2005; Ogilvie et al., 2003).

Alternativnim pfistupem k identifikaci vybranych numerickych abnormalit
(aneuploidii) je pouziti metody QF-PCR cilené na kratké tandemové repetice (STRS)
(Mansfield 1993; Pertl et al., 1997; Findlay et al., 1998; Toth et al., 1998; Verma et al.,
1998). Vzorek DNA ziskany z matCiny krevni plazmy, plodové vody nebo CVS je
amplifikovand pomoci PCR s fluorescencné znaCenymi primery. U kratkych tandemovych
repetic je polymorfismus v lidské populaci délkovy (v poltu repetic), coz spolu
s fluorescenénim znacenim primeri umoziuje separacia kvantifikaci PCR produktu
(amplikonti) pomoci genetického analyzatoru. VySetfeni trva i s vyhodnocenim do 24
hodin a umoziuje tak sniZeni stresu z nejistoty u matek rychlym poskytnutim informaci
pro rozhodnuti o dal§im osudu téhotenstvi. (Donaghue et al., 2003). Nejcastéji se jedna o
vySetieni STR markertt na chromozomech 13, 18, 21, X a Y, jejichz numerické
abnormality tvofi vétSinu chromozomalnich aberaci v CR (Downdv syndrom, Patautiv
syndrom, Edwardstv syndrom, Turnerav syndrom, Klinefelteriv syndrom, syndrom XXX
a syndrom XYY).

Navic metoda QF-PCR piedstavuje perspektivni techniku pro analyzu z jedné
bunky v preimplanta¢ni genetické diagnéze — PGD (Findlay et al., 1997; Findlay et al.,
1998a; Findlay et al., 1998b; Sherlock et al., 1998). QF-PCR poskytuje jedinecné
diagnostické moznosti v neinvazivni analyze fetdlni aneuploide z transcervikalnich vzorki
bunék (Adinolfi et al., 1995; Tutschek et al., 1995), z fetalnich bunék nebo fetalni DNA
v maternalni krvi (Pertl et al., 2000; Samura et al., 2000; Tutschek et al., 2000). Klinicka
prospésnost QF-PCR byla opakované potvrzena jeji vysokou senzitivitou a specificitou pfi
odhalovani hlavnich chromozomalnich abnormalit (Pertl et al., 1999a, b; Schmidt et al.,
2000; Adinolfi et Sherlock., 2001; Cirigliano et al., 2001a, 2004, 2006; Mann et al., 2001,
2004).
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2. CIL PRACE

Cilem m¢é diplomové prace bylo:
. Ovértit nové STR markery na chromozomech 13, 16, 18, 21, 22.
° Zavést a roz§itit nové STR markery na chromozomech 15, 16, 22.

- Zjistit heterozygozitu téchto markert v nasi populaci.
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3. PRENATALNI DIAGNOSTIKA

Prenatalni diagnostika umoznuje diagnézu vrozenych vyvojovych vad a
genetickych poruch ditéte pred jeho narozenim, z biologického materidlu pochézejiciho
z plodu v téle matky. Frekvence genetickych poruch u novorozenci dosahuje ptiblizné 3 —
5 %. Tato frekvence je mnohem vys$i vranych fazich téhotenstvi, protoze vazné
malformace a genetické poruchy obvykle vedou ke spontdnnimu potratu. Prenatalni
diagnostika umoziuje identifikaci malformaci a/nebo né€kterych genetickych syndromi
plodu béhem prvniho trimestru t€hotenstvi (Stemblaska et al., 2007). Indikaci pro vySetieni
je vyssi vék matky, pozitivni biochemicky screening nebo ultrazvukové abnormality plodu.
Vétsina chromozomalnich abnormalit plodu vznikd v disledku pocetnich odchylek
chromozomu 13, 18,21, X a Y.

Pokrocilé zobrazovaci techniky, stejné jako cytogenetické a molekularné biologické
metody, poskytuji prostiedky pro prenatdlni diagnostiku ¢etnych vrozenych strukturalnich
vad a genetickych poruch u rodin s vysokym rizikem. V¢asna diagnoza plodu muze byt
zasadni pro prabeh téhotenstvi, prenatilni a postnatalni zdravotni péci, a 1é¢bu. Rovnéz
umoziuje matkam ucinit diillezité rozhodnuti o pokracovani nebo ukonceni t€hotenstvi.

Prenatdlni diagnostika nemiize slouzit k vylouc¢eni vSech abnormalit plodu. Je
indikovana v ptipadech, kdy je zvySené riziko genetické abnormality dané pokrocilym
vékem matky, rodinnou anamnézou nebo jinymi jasné definovanymi rizikovymi faktory
(Nussbaum et al. 2004). Jako u kazdého zdravotniho vySetfeni poskytuje vysledek

pravdépodobnost, zda plod mé (nebo pravdépodobné ma) urcité postizeni.

4. METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY

Pti sledovani gravidni Zeny lze vyuzit celou fadu metod, které umoziuji sledovat
rust a vyvoj plodu v déloze. Mezi tyto metody patii vySetieni ultrazvukem, krevniho séra
nebo plazmy matky, amniocentéza a odbér choriovych klki. Kombinaci téchto technik je
mozné zjistit malformace, genetické abnormality, celkovy rist plodu i komplikace
téhotenstvi, jako jsou placentarni a délozni abnormality (Sadler, 2011). Metody prenatalni

diagnostiky lze rozdélit na neinvazivni a invazivni (Stemblaska et al., 2007).
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4.1, NEINVAZIVNI VYSETREN{
Neinvazivni vySetieni jsou pouzivany pro stanoveni diagnozy vrozenych anomalii a

posuzovani rizik danych genetickych poruch (Stemblaska et al., 2005).

4.1.1. ULTRAZVUK
soucasti prenatalni diagnostiky v hodnoceni vyvoje plodu a zichytu morfologickych
anomalii (Nussbaum, 2004). Ultrazvuk slouzi k urceni gesta¢niho stafi plodu a rustu,
odhaleni jeho pfipadnych télesnych abnormalit (Pritchard et Korf, 2007), identifikaci
viceCetnych téhotenstvi, potvrzeni Zivotaschopnosti plodu, lokalizaci placenty a zméfeni
objemu amniové tekutiny. VySetfeni se rutinné provadi v téhotenstvi 3x: v obdobi mezi 10.
— 15. tydnem gestace, 18. — 22. tydnem a 28. — 32. tydnem. V prvnim terminu se zaméiuje
na Zivotaschopnsot embrya, jejich pocet v déloze a pfimé i1 nepfimé znamky nejvaznéjsi
typtt vrozenych vad. Obdobi kolem 20. tydne ma nejvyssi vypovidaci hodnotu. V tomto
obdobi lze posoudit jiz drobngjsi defekty, jako jsou rozstépové vady obliCeje, tvar a
postaveni prstli, detailné zhodnotit CNS a v podstaté vSechny organové systémy.
V terminu kolem 30. tydne se vySetifeni zaméfuje na rustové parametry plodu, ale i vady,
které se objevuji az ve vysSich stadiich téhotenstvi. Patfi sem napt. velikostni zmény
hlavicky — hydrocefalie, mikrocefelie, poruchy v odtoku moci ¢&i cystické nebo
pseudocystické utvary nejrtiznéjSiho ptivodu a pak napt. snizené nebo naopak zvysené
mnozstvi plodové vody. Ultrazvukova zobrazovaci technika se stale vyviji a zdokonaluje.
Jednim z poslednich velmi efektivnich nastroji je vysoce realistické (High Density)
trojrozmérné zobrazeni, které dale posunulo mozZnosti prostorového zobrazeni
Vv téhotenstvi. Jiz v prvnim trimestru lze ziskat velmi realistické obrazy vyvijejéciho se

zarodku.

4.1.2. SCREENING MATERSKEHO SERA (MATERNAL SERUM MARKERS)

Screening maternalniho séra, nékdy nazyvany triple test, spociva ve stanoveni tii
markerl v krvi matky. Je dostupny mezi 15. a 20. tydnem tehotenstvi k rozeznani téch,
které maji zvySené riziko Downova syndromu, trizomie 18 a defektd neuralni trubice
(Nussbaum, 2004). Triple test je métfeni hladin alfa-fetoproteinu (AFP), volného beta

lidského choriového gonadotropinu (B-HCG) a volného estriolu (uE3) v maternalnim séru.
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Hodnoty téchto parametri mohou byt ovlivnény piitomnosti diabetu 1. typu matky
(Stemblaska et al, 2007).

AFP je normalné syntetizovan ve fetalnich jatrech, ve 14. tydnu jeho tvorba
dosahuje vrcholu a AFP prochazi placentou do krevniho obéhu matky. Béhem druhého
trimestru se zvySuje koncentrace AFP v matetfském séru a po 30. tydnu gestace zalina
plynule klesat. Ke snizeni hladiny AFP dochazi u Downova syndromu, trizomie 18,
abnormalit pohlavnich chromozomi a triploidie (Tab. 1.). Tyto poruchy jsou také
provazeny nizkou sérovou koncentraci lidského choriového gonadotropinu (hCG) a
nekonjugovaného estriolu (uE3). VySetieni matefského séra umoZiuje Casné ovetfeni stavu

fétu (Sadler, 2011).

Tab. 1. Triple test. Ptevzato z Nusshaum (2004).

AFP uE3 HCG
Zvysené riziko Downova syndromu ! ! 1
Trizomie 18 ! ! l
NTD 1 nehodnoti se nehodnoti se

4.1.3. FETALNI BUNKY V KRVI MATKY

Jiz v roce 1969 bylo ukazano, Ze se v krevnim ob&hu matky, byt v minimalnim
mnozstvi, nalézaji buniky plodu. Tento objev vedl k idei, Ze izolace fetalnich bun¢k z krve
matky by mohla slouzit jakoZto neinvazivni metoda prenatdlni diagnostiky nékterych
monogennich chorob a pro chromozomalni analyzu. Z krve matky Ize rGznymi postupy
ziskat n¢kolik typa fetalnich bunck, které Ize dale separovat s pouzitim monoklonalnich
protilatek. Ziskané fetalni bunky mohou byt pouzity pro vySetfeni chromozomu, urceni
pohlavi a molekularné genetickou diagnostiku monogennich onemocnéni. Tato technologie
se stale nalézd vranych stadiich vyvoje a pfed Sirokym nasazenim musi byt jesté
zodpovézena fada dilezitych otazek. Jednim ze zadvaZnych problémi, na které je tfeba se
soustfedit, je vybér idedlniho typu fetalnich bun€k pro tuto analyzu. Zatimco fetdlni
lymfocyty mohou v krvi matky perzistovat i nékolik let, u jadernych erytrocyti a bunék
trofoblastu bylo ukdzano, Ze nepfetrvavaji. Perzistence fetalnich lymfocytli v materndlni
cirkulaci miize byt pfekazkou pouziti vzorku celé populace fetdlnich bunék v dalSich
téhotenstvich. Mezi dals§i problémy patii spravné nacasovani odbéru krve matky b&hem
téhotenstvi a zjisténi podilu fetalnich bun€k v ziskanych vzorcich. Bylo zjisténo, ze vétsi

mnozstvi fetdlnich bun€k se do obéhu matky dostava, je-li plod postizen aneuploidii,
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obzvlasté trizomii 21, coz by mohlo byt vyuzito ke zlepSeni zachytu téchto t&€hotenstvi
(Nussbaum, 2004). Fragmenty volné fetalni DNA jsou v krevnim ob¢hu matky
detekovatelné zhruba od 4. tydne téhotenstvi. Jejich zastoupeni v poméru k volné mateiské
DNA je v priméru kolem 10 % ( Ehrich et al., 2011). Dulezitou vlastnosti, z hlediska
praktického vyuziti, je skute¢nost, ze doba pretrvavani v mateiské cirkulaci je kolem 24
hodin. V krevnim ob€hu matky se nachazeji také fetalni bunky, ale narozdil od volné DNA
jsou zastoupeny v mnohem mens$im poméru k matefskym bunkam a navic v krvi matky lez
identifikovat az 27 let po porodou plodu (Wright, 2009). Tato skute¢nost znemoziuje
vyuzitzi fetalnich bunék v neinvazivni prenatalni diagnostice, protoze nejsme schopni
spolehlive rozlisit, ze kterého t€hotenstvi buiiky pochazeji (Loucky et Zemanek, 2012).
Nicméng, jak zminuje studie profesora Dennies Lo Yuk-min (Lo et al., 2010) je
vysSetfeni fetalni DNA =z krve matky stale finanéné¢ nakladna metoda pro rutinni
diagnostiku. Existuji také urcité problémy, napiiklad limitace pfi rozliSeni DNA matky a
plodu a pii interpretaci vysledkli, které mohou byt velmi komplexni a slozité. Tym
profesora Lo vSak ptinesl novy pohled na moznosti této metody. Védci provedli komplexni
analyzu genetické informace nalezené v krvi matky. Objevili, Ze v krvi je kompletné
zastoupen genom matky i plodu (genom matky je zastoupen samoziejmé ve vétSim
mnozstvi), a také ze existuje rozdil mezi primérnou velikosti fragmentii DNA matky a

DNA plodu (Lo et al., 2010).

4.2. INVAZIVNI VYSETRENI

Invazivni postupy zahrnuji ptimé vysSetieni fetalnich bun¢k nebo tkani (Alfirevic et
al., 2003) a jsou provadény pouze tehdy, pokud riziko potratu plodu zpusobené touto
metodou je niz8i nez riziko narozeni tézce postizeného ditéte (Roztocil et al., 1998). Tyto
invazivni techniky, 1 kdyZz dobie propracované a efektivni, s sebou nesou nezanedbatelné

riziko pro plod a téhotenstvi (Hromadnikova et Dan¢k, 2000).

4.2.1. AMNIOCENTEZA

Amniocentézou (AMC) se oznacuje vykon, pii némz je transabdominalné jehlou
odebran vzorek plodové vody (Nussbaum, 2004). Vzorek asi 15 ml plodové vody je ziskan
pod ultrazvukovym vedenim (Stembalska et al., 2007). Plodova voda obsahuje bunky
pochazejici z plodu, které se pro diagnostické tcely daji kultivovat. AMC je provadéna

bud’ v 13. — 15. tydnu tchotenstvi (Casnd amniocentéza), nebo Castéji v 16. — 18. tydnu
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téhotenstvi (Nussbaum, 2004). Jeji nevyhodou je nevyhnutelnost bunééné kultivace a tudiz
delsi doba k ziskani kone¢né diagndzy, coz pro pacientku znamena vyrazné€j$i emocni
zat¢z a vyS$i medicinské riziko v pfipadé nutnosti pozdé¢jSiho preruSeni téhotenstvi
(Hromadnikova et Dan¢k, 2000). Riziko amniocentézy je asi 0,5 — 1 % a zahrnuje potrat,
prechodny unik plodové vody, poranéni plodu, malformace dolnich koncetin nebo

intrauterinni infekce.

4.2.2. ODBER CHORIOVYCH KLKU

Odbér choriovych klkt (CVS) umoziuje rychlou cytogenetickou analyzu pfimé
preparace placentdrnich klki (nejCastéji v pfipadech abnormadlnich ultrazvukovych
nalezl) (Hromadnikova et Dan¢k, 2000). Choriové klky jsou soucasti vyvijejici se
placenty a buniky zde pfitomné jsou totozné s bunikami plodu (Rozto¢il et al., 2008).
Provadi se mezi 10. - 12. tydnem téhotenstvi (Kingston, 2002). Riziko v t€hotenstvi je
asi 2 %. Mezi rizika této metody patii: potrat, infekce, krvaceni, postizeni koncetin
ditéte. Vyhodou CVS je vCasna diagnéza a moznost ovéfit vysledky dalSimi

invazivnimi metodami (Stemblaska et al., 2007).

4.2.3 KORDOCENTEZA

Kordocentéza je vykon, pfi némz je zpupecniku s pomoci ultrazvuku piimo
odebrano 0,5 — 1 ml vzorku krve plodu (Stemblaska et al., 2007). Kordocentéza je vétSinou
provadéna mezi 19. a 21. tydnem téhotenstvi. Riziko zakroku se odhaduje ptiblizné na 2
%. Mezi nejCastéj$i komplikace patii smrt zdrodku, pfedCasny porod, krvaceni (obvykle

piechodné) a fetalni bradykardie plodu (obvykle kratkého trvani) (Preis et al., 2004).

4.3. LABORATORNi METODY

Amniocentézou ¢i CVS jsou ziskany buinky plodu, které mohou byt pouzity pro
karyotypovani stejné tak jako na biochemickou nebo molekularné genetickou analyzu.
Ptiprava a analyza chromozomi z kultivovanych bunék plodové vody nebo klki choria
vyzaduje 1 — 2 tydny. Bunky choriovych klkii mohou byt pro karyotypovani pouzity po
kratkodobé nebo dlouhodobé kultivaci. Kratkodoba Kultivace sice umoziuje rychlejsi
vysledek, ale poskytuje pomérné malo kvalitni preparaty, jejichZz pruhovani je pro

podrobnou analyzu nedostate¢né (Nussbaum, 2004).
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V poslednich letech bylo koncipovano nékolik rychlych metod tak, aby umoznily
rychlou prenatalni diagnoézu nejcastéjSich aneuploidii, zahrnujici fluorescenéni in situ
hybridizaci (FISH) na buiikach v interfazi (Klinger et al., 1992; Adinolfi et Crolla, 1994;
Eiben et al., 1998; Evans et al., 2000) a kvantitativni fluorescen¢ni polymerazovou
fetézovou reakci (QF-PCR) (Mansfield, 1993; Pertl et al., 1994; Cirigliano et al., 2001a;
Cirigliano et al., 2001b; Cirigliano et al., 2004, Cirigliano et al., 2005). Tyto metody
analyzy nevyzaduji kultivaci. Mnozstvi vzorku materidlu mize byt velmi malé a vysledek

je ziskan béhem nekolika dnti (Stemblaska et al., 2007).

4.3.1. FISH

Od roku 1992 se zacala pouzivat metoda fluorescence in situ hybridizace (FISH)
pro rychlou detekci numerickych aberaci chromozomi X, Y, 13, 18 a 21 na
nekultivovanych amniocytech rizikového téhotenstvi (Lewin et al., 2000).

Fluorescenéni in-situ hybridizace poskytuje rychlé vysledky bez c¢ekani na
rozdéleni bunék v interfazi. Provadi se pomoci jedné ¢i vice fluorescencné barvenych sond
(Ochshorn et al., 2006), které fluoreskuji pfimo nebo muzou byt zjiStény navazanim
zna¢ené molekuly (Kuo et al., 1991; Whiteman et Klinger, 1991; Divane et al., 1994;
Roberts et al., 1999; Leung et al., 2001; Tepperberg et al., 2001). Na misté, kde se sonda
navazala, lze pozorovat hybridiza¢ni signal. Podoba hybdriza¢niho signalu zavisi na
zpusobu znaceni sondy a na rozsahu tUseku, s nimz sonda hybridizuje. Jde o svitici bod,
popft. svitici plochu v tmavém zorném poli fluorescencniho mikroskopu.

V klinické genetice se metoda FISH pouziva zejména pii vySetteni, popi. verifikaci
nékterych chromozomalnich aberaci. Vyhoda této metody spociva v tom, ze je daleko
citlivéjs$i nez béznd cytogenetickd vySetfeni a umozZnuje zjiSténi takovych
chromozomalnich zmén, které nelze klasickymi postupy identifikovat (Kocarek, 2007).
Ackoli FISH trva obvykle jen 24 aZ 48 hodin (Donaghue et al., 2003) je tato technika

naro¢na a draha (Evans et al., 1999).
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4.3.2. QF-PCR

V nedavné dobé byly zavedeny metody polymerazové fetézové reakce (QF-PCR)
(Mansfield, 1993; Pertl et al, 1994) do diagnostickych laboratofi umoznujici rychlou a
efektivni diagnostiku numerickych chromozomalnich abnormalit a urceni pohlavi plodu
(Schmidt et al., 2000; Levett et al., 2001; Mann et al., 2001; Bili et al., 2002, systematicky
viz studie Verma et al., 1998).

QF-PCR ma urcité vyhody oproti metodé¢ FISH (Cirigliano 2001b; Hultén et al.,
2003). Pii QF-PCR posta¢i pouzit jen malé mnozstvi bunék, které dokaze odhalit
triploidii, kontaminaci matefskymi bunikami, mozaicizmus (Mann et Ogilvie, 2012). Jedna
z vyhod metody QF-PCR je automatizace postupu, ktery umoznuje vysokou propustnost
vzorkll za velmi nizkou cenu (Adinolfi et al., 1997, 2000; Cirigliano et al., 2005, 2006). Na
zakladé téchto posouzeni se stale vice vyuziva metoda QF-PCR jako dopliujici vySetfeni
nebo dokonce jako alternativa ke klasické cytogenetické analyze v prenatalni diagnostice
(Grimshaw et al, 2003; Ogilvie, 2003; Leung et al., 2004). Vice k metodé QF-PCR
v kapitole 5.

5. VROZENE CHROMOZOMALNI ABERACE

Jedna se o numerické chromozomalni zmény oznacujici jakoukoliv odchylku od
normalniho poc¢tu chromozomu (Kocarek, 2007). Numerické aberace vznikaji vétSinou na
podkladé de novo mutaci zptsobenych chybou béhem bunétného déleni (nondisjunkce).
Nondisjunkce vede ke vzniku aneuploidnich zarodecnych bun€k a v pfipadé jejich
oplodnéni k vyvoji aneuploidni zygoty. S vékem matky nondisjunkci pfibyva. Podle
nov¢jsich tdaji ma na vznik numerickych aberaci vSak vliv i vék otce (Muntau, 2009).
Aberace se mohou vyskytovat ve vSech bunkach nebo jako mozaika. Mozaika znamena
ptitomnost dvou ¢i vice bunéénych kmentl s odliSnym karyotypem v téle pacienta. Pti
cytogenetickém vySetfeni vétsiho poétu bunék lze zjistit rizné chromozomové nalezy.
Mozaiky vznikaji zpravidla nondisjunkeci pfi mitotickém déleni blastomer pii vyvinu

embrya (Kocarek, 2007).

5.1. ANEUPLOIDIE AUTOZOMU

Je znamo velké mnoZstvi chromozomalnich poruch, u nichZ byla popsana ztrata

nebo naopak piitomnost nadpocetného chromozomu, popt. jeho casti. VétSina téchto
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aberaci vSak byla nalezena pouze u spontdnné potracenych plodii nebo obsahovala jen
velmi malé chromozomalni segmenty. Pouze tfi dobfe popsané chromozomalni poruchy
bez mozaiky na bazi trizomie ur¢itého chromozomu jsou postnatalné sluéitelné se zivotem:
trizomie 21 (Downtv syndrom), trizomie 18 (Patautiv syndrom) a trizomie 13 (Edwardstav
syndrom) (Nussbaum, 2004). U kazdé z téchto trizomii se vyskytuje ristova a mentalni
retardace a mnohocetné vyvojové vady (Kingston, 2002). Nicméné kazda z nich ma jasné

odlisny fenotyp (Nussbaum, 2004).

5.1.1. DOwWNUV SYNDROM

Trizomie 21 (47, XX nebo XY, + 21) byla prvni popsanou chromozomalni
abnormalitou (Lejeune et al., 1959). Incidence je 1 : 700 Zivé narozenych (Muntau, 2009).
Syndrom byl poprvé klinicky popsan Johnem Langdonem Downem (1828 - 1896) roku
1866 a dnes je znam jako Downiv syndrom (Down, 1866).

Downuv syndrom (DS) patii mezi nejc¢astéj$i chromozomalni syndromy (Muntau,
2009) a soucasné nejznaméjsi genetickou pii¢inou mirné mentalni retardace (Nussbaum,
2004). Vyskyt DS je ovlivnén vékem matky a 1i§i se mezi populacemi (O Nuallain et al.,
2007; Carothers et al., 1999; Canfield et al., 2006; Murthy et al., 2007; Wahab et al.,
2006). U trizomickych ploda je zvySené riziko potratu, a lidé s DS maji zvySené riziko
vzniku nékterych onemocnéni, viz nize (Morris et al., 1999). U 95 % piipadd je pritomna
Cista trizomie 21, ve zbyvajicich 5 % se jedna o translokaci. Lidé postizeni kompletni
formou trizomie 21. chromozomu jsou neplodni, u mozaikového typu této choroby byla
reprodukce prokazana (Srsen et Sr$iova, 2000).

DS Ize vétsinou diagnostikovat jiz pfi narozeni nebo kratce po ném, nebot’ pacienti
maji charakteristick¢ dysmorfické rysy. Ty mohou byt sice u raznych jedinct variabilni,
avSak vytvafeji dobie rozpoznatelny fenotyp. Prvni abnormalitou, kterou lze u
novorozencli pozorovat, je hypotonie (Nussbaum, 2004). Déti byvaji klidné s mensi
citlivosti na podnéty (Kingston, 2002). Kromé charakteristickych dysmorfickych rysu ve
tvaii (Obr. 2.) maji pacienti malou postavu, brachycefalii a ploché zahlavi. Krk je kratky
s uvolnénou kiizi na tylu. Nosni hieben je plochy, usni boltce nasedaji niZe a jsou typickym
zptisobem tvarované (Nussbaum, 2004). Usta jsou napadné mala se silnymi, evertovanymi
rty. Dale mongoloidni postaveni oc¢nich S§térbin (Sikmo smérem nahoru a zevné),
hypertelorizmus (nadmérnd vzdalenost vnitinich o¢nich koutkil) a epikantus (kozni fasa

horniho vicka ptekryvajici vnitfni o¢ni koutek). Oc¢ni fasy jsou profidlé a kratké, castym
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nalezem jsou bilé skvrny v duhovce (Brushfield spots). Dalsimi znaky jsou deformity
rukou a nohou: kratké siroké ruce s kratkymi prsty (brachymezofalangie), klinodaktylie 5.
prstu, Ctyiprstovd ryha, mald chodidla s kratkymi prsty a tzv. sandalova mezera (vétsi
odstup mezi 1. a 2. prstem na noze) (Muntau, 2009). Témé&f nikdy nechybé&jicim znakem je
makroglosie. U jedné tietiny narozenych postizenych déti a u ponékud vyssiho podilu
spontann¢ potracenych plodi s Downovym syndromem se vyskytuje vrozena srde¢ni vada.
DS je spojen i s brzkym pocatkem Alzheimerovy choroby a détské leukemie (Frances et
al., 2009). Dalsim projevem Downova syndromu je mentalni retardace. Tiebaze se
v ¢asném détstvi nemusi zdat, Zze vyvoj ditéte je zpomalen, od prvniho roku Zivota je

obvykle pozorovano napadné opozdeni.

A

YN

Obr. 2. Downiiv syndrom. Charakteristické epikanty, vzhiiru sméfujici oéni $térbiny, oteviena tista. Dlan
s jedinou pri¢nou ryhou.
Pievzato z http://mww.cegep-ste-
foy.qc.ca/profs/gbourbonnais/pascal/nya/genetique/notesgenet/notesgenet_9.htm

5.1.2. PATAUUV SYNDROM (TRIZOMIE 13)

Trizomie 13 (47, XX nebo XY, + 13) byla poprvé popsana v roce 1960 (Patau et
al., 1960). Incidence je pfiblizné 1 z 12 000 narozenych s vyssi frekvenci vyskytu u divek
nez chlapci. Opét plati, Ze se riziko trizomie zvySuje s vékem matky (Gersen et Keagle,
2005). U 80 % se jedna o Cistou trizomii na podkladé meiotické nondisjunkce, 20 %
ptipadl tvofi mozaikova forma nebo translokace (Muntau, 2009).

Jeji klinické ptiznaky jsou velmi zavazné. Asi polovina postiZzenych jedincii umira
béhem prvniho mésice Zivota. Pfitomna je rlistovd a téZka mentalni retardace, kterou

doprovazeji zavazné malformace centralniho nervového systému, jako je arinencefalie a

20


http://www.cegep-ste-foy.qc.ca/profs/gbourbonnais/pascal/nya/genetique/notesgenet/notesgenet_9.htm
http://www.cegep-ste-foy.qc.ca/profs/gbourbonnais/pascal/nya/genetique/notesgenet/notesgenet_9.htm

holoprosecefalie (Obr. 3) (Nussbaum, 2004), obvykle spojené s epilepsii, slepotou a
hluchotou (Kingston, 2002). Celo je vystouplé, vyskytuje se mikrocefalie a $iroké oteviené
$vy. Pfitomna miize byt také mikroftalmie, kolobom duhovky a dokonce mohou oci zcela
chybét. Usni boltce jsou malformované. Na rukou a nohou se miize vyvinout postaxidlni
polydaktylie a v sevienych péstich je podobn¢ jako u trizomie 18 prekiizeny druhy a paty
prst pres tieti a ¢tvrty. Chodidlo ma tvar ,,houpaci zidle*. Na dlanich jsou ¢asto opi¢i ryhy
(Nussbaum, 2004). Co se ty¢e vrozenych vyvojovych vad organt, postizené je zejména
srdce (defekt septa komor a perzistujici tepenna ducej) a ledviny (polycysticka
degenerace). Biochemickym znakem syndromu je perzistence embryonalniho a fetalniho

hemoglobinu (Muntau, 2009).

Obr. 3. Trizomie 13. Mrtvé narozené s rozstépem rtu a holoprosencefalii. Pfevzato z Gersen et Keagle
(2005).

5.1.3. EDWARDSUV SYNDROM (TRIZOMIE 18)

Trizomii 18 (47, XX nebo XY, + 18) poprvé popsal Edwards et al. (Edwards et al.,
1960). Incidence tohoto syndromu u zivé narozenych déti je asi 1 z 6 000 - 8 000 porodu
(Gersen et Keagle, 2005). Asi 80 % pacientl jsou divky, snad proto, Ze plody Zenského
pohlavi maji obecné lepsi Sance na preziti (Nussbaum, 2004). Asi 95 % zarodku s trizomii
18 je spontanné potraceno. Podobné jako u véEtSiny ostatnich trizomii je vyznamnym
faktorem zvySeny vék matky, nebot’ riziko narozeni ditéte s trizomii 18 je podstatné vyssi u
zen star$ich nez 35 let (Nussbaum, 2004). 90 % postizenych déti umira béhem 6 mésict,
ale 5 % se doziva nad prvni rok Zivota (Kingston, 2002).

Trizomie 18 je geneticky syndrom mnohocetnych anomalii (Obr. 4) s tézkou
mentalni retardaci. Typickym nélezem je hypertonie. Na hlavé ndpadné€ vystouplé zahlavi a

ustupujici Celist. USi nasedaji nizko a jsou malformované. Hrudni kost je kratka. Pésti jsou
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zat'aty charakteristickym zpisobem — druhy a paty prst jsou piekiizeny pies tieti a Ctvrty.
Chodidla maji typicky vzhled tzv. ,houpaci zidle* s napadné vystouplymi patnimi kostmi.
Dermatoglyfy jsou vyrazné - opici ryhy na dlanich, jednoduché obloucky na vSech nebo

vétsing prsti. Nehty jsou vétsinou hypoplastické (Nussbaum, 2004).

Obr. 4. Trizomie 18. Vystupujici zahlavi a nizko posazené a malformované Usi. Druhy a paty prst
prekiizeny pres treti a ¢tvrty. Chodidla ve tvaru ,houpaci zidle™ a vystouplé patni kosti. Pfevzato z
http://www.cegep-ste-foy.qc.ca/profs/gbourbonnais/pascal/nya/genetique/notesgenet/notesgenet_9.htm.

5.2. DALSI CASTE CHROMOZOMALNI TRIZOMIE

5.2.1. TRIZOMIE 15

Trizomie 15 je vétSinou zpisobena meiotickou chybou (Robinson et al., 1999).
Ptipady mozaiky Ize nalézt u uniparentdlnich disomii (UPD) v mnozstvi ptipadu.
Uniparentalni disomie vznikne, pokud pacient obdrzi dvé kopie chromozomu nebo ¢asti
chromozomu od jednoho rodice a zddnou kopii od druhého rodi¢e. Upd(15)mat je piipad
syndromu Prader-Williho a upd(15)pat je spojeny s Angelmanovym syndromem (Engel et
Antonarakis, 2002). Tyto diagnozy je tieba vzit v uvahu, pokud je trizomie 15 bunécné
linie stanovena v CVS nebo amniocytech (Milunsky et Milunsky, 2011).

Testovani UPD chromozomu 15 md vyznam pii mnoha prenatilnich
diagnostickych stavech, napf. pfi placentalnim mozaicismu, homologni nebo nehomologni
Robertsonské translokaci a jako genomicky biomarker pro detekci piivodu chromozomt.

Z 13 ptipadii mozaiky ve druhém trimestru (Hsu et al., 1997; Zaslav et al., 1998)
mélo 7 (54 %) za nasledek abnormalni potomky (6 potratli, 1 Zivé narozené). Objevovaly
se u nich srde¢ni defekty (4), IUGR (3) (1 pfipad s arinencefalii, nizko posazené usi,
malformovana stfeva a dvé umbilikdlni vény). Ve dvou potratech bylo prokazano
upd(15)mat, coz by vedlo Kk Prader Williho syndromu, pokud by téhotenstvi pokracovalo
(Milunsky et Milunsky, 2011).
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5.2.2. TRIZOMIE 16

Trizomie 16 je nejcastéjsi autozomalni aneuploidie (Benn, 1998; Gersen et Keagle,
2005) pii spontannich abortech a jeji frekvence je asi 16 % ze vSech numerickych aberaci
chromozomu (Be et al., 1997). U véasnych samovolnych potratii je neslu¢itelna s vyvojem
plodu (Fantel et al., 1980; Hook et al., 1992; Mardesic 1996; Weismanova et al, 2002).
Ptiblizné 50 % pacientli umira v pribéhu prvniho roku zivota. Nicméné bylo pozorovano i
preziti vice nez 5 let (Gilbertson et al., 1990; Deuvis et al., 1993; Lindro et al., 1993; Garber
et al., 1994; Pletcher et al., 1994; Hajianpour 1995; Hsu et al., 1998).

Diagnoéza je spojena s velkou variabilitou znakt v téhotenstvi a poradenstvi je proto
velmi obtizné (Benn et Collins, 1999). VétSina ptipadl trizomie 16 je zjiSténa pomoci
CVC a vysledky v téchto piipadech jsou nejcastéji soucasti tumrti plodu (Milunsky et
Milunsky, 2011). ZvySena turovén lidského choriového gonadotropinu (hCG)
Vv maternalnim séru nebo hladina a-feto proteinu v pribéhu téhotenstvi byla popsana u vice
nez 50 % piipadi. Kongenitdlni srde¢ni vady byly u 60 % pacientt. Dalsi klinické
pfiznaky zahrnuji postnatalni ristovou retardaci, mirnou formu vyvojového zpoZdéni,
kraniofacialni asymetrii, ptozu, plochy $iroky kotfen nosu, nizko posazené dysplastické usi,
hypoplastické bradavky, pupe¢ni kylu, hlubokou sakralni jamku, skoliézu, hypoplastické
nehty, ptfechodovy palmarni pichyb. Riziko recidivy pii dalsim téhotenstvi je

pravdépodobné zanedbatelné (Gersen et Keagle, 2005).

5.2.3. TRIZOMIE 22

Trizomie 22 byla poprvé popsana v roce 1971 (Hsu et al., 1971). Od té doby bylo
popsano vice nez 20 zivé narozenych déti (piezkoumano v ref. Bacino et al.,, 1995;
Hirschhorn et al, 1973; Pridjian et al., 1995; Ladonnne et al., 1996; Crowe et al., 1997). |
kdyz ve vétsin¢ piipadi byla zfejmé plna trizomie bez mozaiky, tak pfitomnost
nerozpoznané normdlni bunééné linie omezené na urcité tkan€ nelze vyloudit, jak poukazal
Robinson a Kalousek (Robinson et Kalousek, 1996).

Nejéastéjsi fenotypové abnormality zahrnuji intrauterinni ristovou retardaci, nizko
posazené usi a hypoplazie stiedu obliceje. Mezi dalsi ¢asté abnormality patii mikrocefalie,
hypertelorismus, epikantus, rozs§tépy patra, blana na krku, analni atrézie/stenéza a
hypoplastické genitalie. Srdecni defekty jsou aZz u 80 % pacientd. Rendlni

hypoplazie/dysplazie jsou také bézné. Hypopigmentace kuze se objevuje obvykle
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Vv ptipadech mozaiky. VétSina pacientli S plnou trizomii bez mozaiky umird v prvnim
meésici zivota. Pacienti, ktefi méli vazné rastové a vyvojové zpozdeéni, zemieli pred
ukoncenim 3. roku zivota. Doziti vice nez 20 let bylo pozorovano u mozaiky. Riziko

recidivy je neznamé (Gersen et Keagle, 2005).

5.3.  ANEUPLOIDIE POHLAVNICH CHROMOZOMU (GONOZOMY))

Aberace pohlavnich chromozomii mohou byt pfitomny ve vSech buiikdch nebo
v mozaikové forme (Nussbaum, 2004). Aneuploidiec chromosomi X a Y jsou pomérné
Casté. Abnormality pohlavnich chromozomu patii k nejcastéjSim genetickym poruchdm u
cloveka, nebot’ jejich celkova incidence je asi 1 na 400 az 500 porodl. Fenotypické znaky
vyvolané témito poruchami chromosomu jsou v zdsadé mén¢ zavazné nez u odpovidajicich
autozomalnich aberaci. To je podminéno ptfedevsim inaktivaci jednoho z chromozomu X
Vv normalnim karyotypu a napadné malym poctem genid na chromozomu Y. Klinické
disledky nebalancované konstituce pohlavnich chromosomil se tak vyrazn€ minimalizuji.
NejcastéjSimi poruchami pohlavnich chromozomu jsou u zivé narozenych déti trizomie
(XXX, XXY a XYY), které jsou vSak vzacné u spontannich potrati. Na rozdil od toho je
monozomie chromozomu X (Turneriv syndrom) méné Castd u zivych novorozencu, ale

piedstavuje nejcastéjsi chromozomalni anomalii zjiStovanou u spontannich potrati.

5.3.1. TURNERUV SYNDROM

Na rozdil od ostatnich aneuploidii pohlavnich chromozomu lze zeny s Turnerovym
syndromem vétSinou identifikovat jiz pii narozeni nebo pied pubertou na zakladé
vyraznych fenotypickych znaka (Nussbaum, 2004). K typickym abnormalitam pfitomnych
u Turnerova syndromu patii mala postava bez ohledu na pocet nadbyte¢nych chromozomu
X, a to témé& u vSech divek s Turnerovym syndromem (Lippe et Saenger, 2002),
dysgeneze gonad (vétSinou tzv. listovité nebo téZ prouzkovité gonady, z jejichz stavby je
patrné selhani tvorby vajecnikll), nizkd hranice vlast na $iji, kozni duplikatura v kréni
oblasti (tzv. pterygium colli), Siroky hrudnik s vyrazn¢ oddalenymi bradavkami a zvySeny
vyskyt kardiovaskularnich anomalii (Nussbaum, 2004). Lymfedémy lze najit az v 97 %
ptipadii novorozenct a kojencti s TS (Sdvendahl et Davenport, 2000). Inteligence zen s TS
je vétSinou primérnd nebo nadprimérnd. Presto se u pacientek projevuji poruchy
prostorového vidéni, koordinace pohybii nebo jemné motoriky. Disledkem toho je, Ze

neverbalni IQ byva prokazatelné nizsi nez verbélni 1Q, a tak mnoho pacientek vyzaduje
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zvlastni péci pti uCeni, zejména pii vyuce matematiky. Kromé toho maji pacientky s TS

zvysSené riziko vyskytu poruch socialniho chovani (Nussbaum, 2004).

5.3.2. KLINEFELTERUV SYNDROM (47, XXY)

Klinefelteriv syndrom (47, XXY) je nejcastéjsi sexualni poruchou chromozomu.
Incidence se odhaduje alesponi na 1 na 1 000 zivé narozenych chlapc (Nussbaum, 2004).

Fenotypické znaky jsou pomérné mirné a variabilni (Nussbaum, 2004). Pouze jedna
tfetina pacientd je vSak diagnostikovana (Verri et al., 2010). V Casném détstvi je
symptomatologie chuda. Diagnoza byva stanovena az kolem puberty (Muntau, 2009).
Primarnim rysem syndromu je hypogonadismus (Kingston, 2002). K nastupu puberty
dochazi v normalnim veku, varlata jsou hypoplasticka (Muntau, 2009) a zustavaji mala,
sekundarni pohlavni znaky jsou malo vyvinuty. Napadna je mentalni retardace a psychickeé
poruchy ve smyslu tzkostlivosti, stydlivosti, nezralosti a agresivity (Nussbaum, 2004).
Pacienti s Klinefelterovym syndromem jsou téméf vzdy infertilni, nebot se u nich
nevyvijeji zarodeéné bunky. Vyskyt infertility byvé zpravidla divodem k prvnimu
klinicko-genetickému vySetfeni vétSiny téchto pacientt. U nékterych jedincd s timto
syndromem se vyviji gynekomastie (Nussbaum, 2004). Castym néalezem je azoospermie.
Typicky je eunuchoidni habitus s vysokym vzrastem a dlouhymi dolnimi koncetinami.
Dalsim viditelnym znakem je porucha rustu voust (Muntau, 2009). U déti ve $kolnim véku
se muze projevit jazykové zpozdéni, porucha uceni nebo chovani (Visootsak et Graham,

2006).

5.3.3. SYNDROM XXX (SUPERFEMALE SYNDROM)

Incidence trizomie X je asi 1 na 1 000 novorozenych divek. U bun€k s konstituci
47, XXX jsou dva chromozomy X inaktivované a pozdéji se replikuji, coz bylo ptivodné
zjisténo nalezem dvou Barrovych télisek. Témér vSechny ptipady této aberace vznikaji
nasledkem chybné nondisjunkce v meidze I u matky (Nussbaum, 2004).

Fenotyp je nenapadny, i kdyz maji vyssi postavu, jsou fertilni a prubéh puberty je
normalni. Nekdy byva patrna porucha vyvoje intelektovych schopnosti. Pacientky jsou
spiSe klidnymi, pasivnimi a snadno vychovatelnymi osobnostmi. Mimoto ¢asto nachdzime

poruchy vyvoje fe¢i a opozdéni emocionalniho vyzravani (Muntau, 2009).
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5.3.4. SYNDROM XYY (SUPERMALE SYNDROM)

Syndrom XYY je chromozomdlni porucha, kterd postihuje muze. U zivé
narozenych chlapct se incidence vyskytu karyotypu 47, XYY pohybuje kolem 1 na 1 000.
Syndrom je zpisoben nondisjunkci pfi druhém meiotickém déleni u muze, kdy vznika
spermie s konstituci YY. Mén¢ bézné varianty XXYY a XXXYY, na jejichz fenotypy se
podileji znaky typické pro XYY a pro Klinefelteriv syndrom, vznikaji pravdépodobné také
U otce jako diisledek naslednych nondisjunkei v prvnim i druhém meiotickém déleni
(Nussbaum, 2004).

V endokrinnim vySetfeni nejsou patrny Zadné odchylky, zejména hladina
testosteronu je v mezich normy (Muntau, 2009). Muzi jsou vy$§i postavy a maji
heterosexudlni zaméteni. VéEtSina je fertilni. U muzl s ndlezem XYY byly sice popsany
poruchy pozornosti, hyperaktivita a impulzivita, avSak vyraznad agresivita nebo
psychopatologické poruchy rozhodné nepatii k béZnym projeviim tohoto syndromu.
(Nussbaum, 2004).

6. QF-PCR

QF-PCR neboli kvantitativni fluorescenéni polymerazova fetézova reakce je
molekularn¢ geneticka metoda, kterd slouzi k namnozeni specifického tseku DNA
prakticky v neomezeném mnozstvi, pti¢emz mnozstvi vzorku DNA mize byt velmi malé
(teoreticky postaci jedind molekula DNA).

Princip metody QF-PCR byl vyvinut v Cetus Corporation v Emeryville v Kalifornii
a byl poprvé popsan v roce 1985 biochemikem Kary B. Mullisem, ktery za metodu PCR
obdrzel v roce 1993 Nobelovu cenu (Butler, 2005). Analyza QF-PCR zahrnuje amplifikaci,
detekci a analyzu fluorescenéné znaCenych STR markert. Produkty PCR reakce jsou
separovany a rozdéleny elektroforézou v kapilafe. Rychlost priichodu PCR produktu
kapildrou zéavisi na velikosti molekuly a intenzita fluorescence je zavisla na mnoZstvi
znaceného produktu.

Pouziti metody QF-PCR vV prenatalni diagnostice jako doplnék ke klasickym
cytogenetickym chromozomalnim analyzam bylo popsano v fad¢ studii (Mansfield, 1993;
Adinolfi et al. 1995a; Adinolfi et al., 2000; Pena, 1998; Verma, 1998; Valero et al., 1999;
Cirigliano et al., 1999; Schmidt et al., 2000; Toth et al., 1998; Macek et al., 1998).

V soucasné dobé ma vyznamnou roli pfi diagnostice mnoha geneticky podminénych
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chorob, ale vyuziti ma i ve forenzni mediciné a v archeologii, pii ureni pohlavi nebo

diagnostice infekénich onemocnéni.

6.1. PRINCIP

Jedna se o enzymatickou amplifikaci DNA, o in vitro syntézu mnoha kopii vybrané
sekvence DNA v cyklické reakci o tiech teplotnich fazich (Saiki et al., 1988; Schutzak et
al., 1993; White et al., 1992).

Dvouvldknova DNA je denaturovana na dvé jednovlaknové templatové (matricové)
molekuly DNA. Cela nukleotidova sekvence cilovée DNA nemusi byt znama, ale musi byt
znama alespon sekvence kratkych usekd na obou koncich cilové amplifikované DNA.
Oligonukleotidové sondy (primery), které hybridizuji na obou stranach cilové DNA, fidi
syntézu novych vlaken. K syntéze DNA se pouZivaji termostabilni DNA polymerazy
(napriklad Taq polymeraza z bakterie Thermus aquaticus) odolavajici teplotam, pii nichz
DNA denaturuje. To umozinuje, aby syntéza DNA probihala opakované formou cyklu,
piidavanim nukleotid od 5’konce ke 3’konci nascentniho fetézce (vzdy zacinajici od
3’konce primeru). Béhem prvniho cyklu syntéza nového vlakna pokracuje dale az za
sledovanou sekvenci, ale nasledné cykly jiz amplifikuji pfevazné pouze tsek mezi dvéma
vybranymi primery. Neékteré termostabilni DNA polymerdzy umoziuji amplifikaci
fragmentt az 5 000 bp (Zima et al, 2002).

Kazdy cyklus ma 3 zakladni kroky (denaturace, annealing a extenze) s riznymi
teplotami (Obr. 5). Reakce PCR ma obvykle 28 — 32 cykla. V pfipadé, Ze je mnoZstvi
cilové DNA velmi nizké, muze se pocet cykli navysit az na 34 (Godwin, 2005). Pfilis
vysoky pocet cykli zvySuje moznost vzniku nespecifickych produktt PCR. Cyklickou fazi

predchazi jesté ivodni denaturace a zakoncuje zdveérecna extenze.

Uvodni denaturace

Uvodni denaturace zajisti, aby vldkna DNA byla plné rozpletena a piipadna
hot-start polymeraza aktivovana. Obvykle postacuje zahtati smési na 94 — 97 °C po
dobu 2 — 5 minut. V ptipadé, Ze dojde pouze k ¢asteéné denaturaci, molekuly DNA
velice rychle renaturuji, coz vede k nespecifické vazbé jednotetézcové DNA a primert

(,,self-priming*) a falesnym vysledktim (Smarda et al, 2008).
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Denaturacéni faze

V denaturacni fazi se reakéni smés zahiiva na teplotu 94 °C (Godwin, 2005).
Toleran¢ni rozpéti je vV rozmezi 92 — 98 °C, pro fragmenty do 1 kb postac¢i 15 sekund, pro
vétsi fragmenty 0,5 — 1,0 minutu (Zima et al., 2002). Vysoka teplota zpusobi rozruseni

vodikovych mistkti v molekule DNA a rozvolnéni dvoutetézcové DNA.

Annealing (nasednuti primeri)

V dalsi fazi dochazi ke snizeni teploty, ktera se pohybuje obvykle mezi 50 — 65 °C
po dobu 30 — 60 s. Dochazi k nasednuti 2 oligonukleotidovych primera na specificka mista
DNA na principu komplementarity bazi. Nizka teplota podstatné snizuje specifitu, vysoka
teplota zamezuje amplifikaci. Podminky pro hybridizaci primeri zavisi na zastoupeni bazi,
délce oligonukleotid a hodnoté Tm produktu. Teplota pro pfipojeni primert (Ta) se

stanovuje podle vztahu:
Ta — 0,3 X -I-mPrimer + 0,7 X TmPI'OdUkt . 25
Obecné uzivanym pravidlem pro stanoveni T, je Snizeni teploty T o 5 °C.

Extenze (syntéza DNA)

Poslednim krokem je extenze, pii které¢ dochédzi k syntéze komplementarniho
fetézce DNA. Syntéza probiha vétSinou pii teploté 68 — 72 °C. Oligonukleotidy, které
dosedly na jednoietézcovou DNA V ptedchozi tazi, piisobi jako primery pro DNA syntézu.
Prodluzovani nukleotidovych fetézci je katalyzovana termostabilni DNA polymerazou a to
nejcastéji Taq polymerazou. DNA polymeraza naseda na 3” konec primert a prodluzuje
fetézec ve sméru 5> 3°. Taqg DNA polymeraza ma teplotni optimum pii 72 °C. Pti této
teploté Syntetizuje DNA rychlosti 40 — 60 bazi za sekundu (Takagi et al, 1997; Apllied
Biostystems, 2000). Doba extenze zavisi na délce amplifikovaného tseku DNA.
Amplifikace fragmentti o délce do 1 kb trva zpravidla 0,5 — 1 minutu, pro tseky 6 — 10 kb
je tieba dobu extenze prodlouZit az na 15 minut, pro primery bohaté na obsah GC je nékdy

vhodna teplota 80 °C (Kocarek, 2007; Zima et al., 2002).
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Zavérefna extenze
Extenze posledniho cyklu PCR se prodluzuje na 5 — 10 min pii 72 °C. To
zajisti, aby byly vSechny produkty spravné dosyntetizovany a ke vSem amplikonim

byl pfidan na konec beztemplatovy adenin (Bartlett et Stirling, 2003).
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Obr. 5. Pribéh PCR. 1. Denaturace (95 °C); 2. Annealing se sondou (55 °C); 3. Extenze: (72 °C).
Pievzato z http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.ntml

Cela reakce PCR probiha v programovatelném termostatu termocykleru (Obr. 6),

kde 1ze velmi rychle ménit teplotu potebnou pro provedeni jednotlivych kroki.

o 5%
\»

Obr. 6. Termocycler. Pfevzato z http://www.e-
laboratoria.pl/media/catalog/product/cache/1/thumbnail/600x600/9df78eab33525d08d6e5fh8d27136e95/f/a/f

alc_termocycler_fotol6.jpg
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Vyslednym produktem PCR reakce jsou dvoutetézcové fragmenty DNA definované
délky — tzv. amplikony. PCR metoda dokéze pti 100% ucinnosti z 2 vladken vytvofit po 30
(n) cyklech teoreticky 2% (2") molekul kopii (1,07 miliard).

Vysoka citlivost a specificita PCR zptisobuje, Ze kontaminace i jedinou molekulou
exogenni nebo neznamé DNA muze vygenerovat falesny signal (Smarda et al., 2002).
Opatfenim umoziujici zjistit pfipadnou kontaminaci je pouziti tzv. negativni kontroly.
Jedna se o vzorek reakéni smési bez priddni DNA. Misto DNA se do reakce pfida voda.
Pokud se v negativni kontrole objevi amplifikovany fragment, znamena to, ze vzorek byl
kontaminovan cizorodou DNA a vySetfeni je nutné zopakovat (Kocarek, 2007).
Preventivni antikontaminaéni opatfeni zahrnuji fyzické oddéleni pre-PCR a post-PCR
areald, Castd vymeéna rukavic, pouziti reagencii a spotfebniho materialu s certifikdtem ,,pro
molekularni biologii®, bez DNA a Dndz, napf. jednordzové pipetovaci Spicky s dvojitym

filtrem.

6.2. SLOZKY REAKCNI SMESI

Reakei tvofi nasledujici komponenty: templdtova DNA, primery, termostabilni

DNA polymeraza (Taq polymeraza), dNTPs, hofe¢naté ionty, pufr a voda.

6.2.1. TEMPLATOVA DNA
Templatova DNA slouzi jako matrice pro tvorbu nového vldkna. MnoZstvi potiebné
pro reakci je mezi 1,0 a 500,0 ng, fadové se pohybuje kolem 10* — 10" molekul (zaleZi na
délce cilové sekvence). K anylyze teoreticky postaci pouze jedind molekula DNA. Velké

mnozstvi DNA v reakci mize zptsobit nespecifické nasedani primert.

6.2.2. PRIMERY
Primery jsou kratké jednotetézcové oligonukleotidy, které jsou syntetizovany tak,
aby hybridizovaly s komplementarni sekvenci na obou vlaknech dvousroubovice DNA.
Jsou dlouh¢ obvykle 18 — 30 nukleotidi.
Pro spravné prob¢hnuti reakce by primery mély spliovat nekolik pozadavki:
e Obsah GC 40 — 60 %.
e Primery by nemély obsahovat vnitiné komplementarni sekvence, aby nedochazelo
ke tvorbé smycek (loop).
e Nemély by byt vzijemné komplementarni. Zejména na 3 konci, kde piekryti dvou

nebo tii bazi mize zplsobit vznik dimeru primerd, zejména pii nadbytku primeru.
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e Musi byt specifické k amplifikované reakci.

e Podobna teplota Tm u obou primert.

Potfebné mnozstvi kazdého primeru pro jednu reakci je 25 — 50 pmol. Pfili§ vysoka
koncentrace zplsobuje nespecifické nasedani primerd na templatovou DNA nebo muze
zpuisobit parovani primert navzajem. Ptili§ nizkd koncentrace mtize vést k nedostatecnému
mnozstvi produktu. Nékdy vznikaji problémy se sekundarni strukturou, zejména u primert
bohatych na GC. V tom piipadé jsou vhodné primery delsi, napt. 25 — 30 bp (Zima et al.,
2002), vyssi teplota hybridizace nebo aditiva PCR.

6.2.3. DNA POLYMERAZA

V soucasné dobé se pouZivaji termostabilni DNA polymerazy pivodné izolované
Z bakterii zijicich v horkych pramenech a podrobené genetickému inZenyrstvi. Nejbeéznéji
pouzivanou termostabilni polymerazou je Taq polymeraza izolovana z bakterie Thermus
aquaticus s teplotnim optimem kolem 72 °C.
Optimalni mnozstvi Taq polymerazy je 1 — 2 U pro kazdou reakei, toleran¢ni rozpéti 0,5 —
5 U. Vyssi koncentrace polymerazy zvysuje pravdépodobnost chybné hybridizace (Zima et
al., 2002). V soucasné dobé byly zavedeny i dalSi termostabilni polymerazy (DNA
polymeraza Pwo z Pyrococcus woesci, Pfu z Pyrococcus furiosus) disponujici
korekturskou funkci, 325 exonukleazovou aktivitou, ktera jim umoznuje opravit chybné
zatfazeny nukleotid. Frekvence chyb u téchto polymeraz je nizsi (2 - 6krat) nez u Tag DNA

polymerazy.

6.2.4. DNTPS (DEOXYNUKLEOTIDTRIFOSFATY)
Deoxynukleotidtrifosfaty (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) jsou stavebnimi kameny
PCR reakce. Jsou zaclenény do vznikajiciho fetézce DNA béhem replikace. Jednotlivé
nukleotidy jsou zastoupeny v reakci ve stejné koncentraci, optimalné¢ 200 pM (Godwin,
2007).

6.2.5. PUFR
Reakéni pufr udrzuje optimalni pH a potiebnou koncentraci soli pro reakci.
Obvyklé slozeni je 50 mM KCl a 10 - 50 mM Tris-HCI, pH 8. 3. koncentrace soli

ovliviiyje specificitu nasedani primerd.
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6.2.6. HORECNATE IONTY
Hofetnaté jonty pisobi jako kofaktor polymerazy. Optimalni koncentrace Mg
zavisi na typu PCR, toleranéni rozpéti byva 1 — 8 mmol/l (Zima et al., 2002). Prili§ vysoka
koncentrace Mg?* sniZuje specificitu reakce a tvorbu nespecifickych produktii. U primerti
bohatych na GC je vyssi koncentrace Mg®* vyhodngjsi. Naopak pfili§ nizkd koncentrace

mize mit za nasledek nizky vytézek reakce.

6.2.7. DALSI SLOZKY REAKCNI SMESI
PCR voda se ptidava do reakce pro doplnéni na pozadovany objem. Pro piipravu
reak¢ni smési se pouziva vétSinou voda v kvalité pro molekularni biologii — RNase-free
water.
Aditiva jako teleci sérovy allbuminbetain, formamid, DMSQO, siran amonny mohou
vychytavat inhibitory PCR, stabilizovat polymerazu nebo destabilizovat nespecifickou

vazbu primerQ na templat a zlepsit tak specifi¢nost nebo vytézek produktu.

6.3. MODIFIKACE PCR

6.3.1. ,,HOT START“PCR

Tato modifikace PCR vyznamné ovliviiuje specificnost a vytézek reakce. I kratka
inkubace smési PCR pfi teplotach nizSich nez je Tm, miize zpusobit tvorbu dimert a
nespecifické produkty (Kenneth, 2009). Primery v reakéni smési mohou pii nizké teploté
hybridizovat s nespecifickymi misty templatu a polymeraza tak mulZe syntetizovat
nespecifické produkty do chvile, nez dojde k denaturaci. Hot start PCR (D"Aquila et al.,
1991; Erlich et al., 1991) mize vyrazné snizit tyto problémy.

Urcité slozky reakéni smési jsou odd€leny od ostatnich, dokud teplota ve zkumavce
nepiekro¢i optimalni teplotu pro pfipojeni primeru (obvykle 55- 65 °C). DNA polymeraza
je vtéto reakéni smési nefunkéni, a proto nedochazi k prodluzovani nespecificky
navazanych primerd, dokud neni dosazena teplota Ta. Separace dilezitych slozek reakéni
smési je dosazena nékolika zplsoby. Prvni moZznosti je ptiddni DNA-polymerazy nebo
iontt Mg®*, které jsou v piivodni reakéni smési vynechany a ptidany az po dosazeni teploty
> 70 °C. Nevyhodou je moznost kontaminace (Zima et al., 2002). Jiny zptsob je vyuziti
tzv. hot start polymerdzy, napi. AmpliTaq Gold DNA polymeréaza. K aktivaci polymerazy

dochazi az plisobenim denaturacni teploty 95 °C (Moretti et al., 1998). Dalsi moZnosti je
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rozdéleni reakénich komponentl do dvou smési, které jsou rozdeleny fyzikalni bariérou
(voskova ptepazka nebo voskové kordlky obsahujici MgCly). Vlivem vysokych

denatura¢nich teplot tato bariéra roztaje a umozni smichani slozek (Chou et al., 1992).

6.3.2. ,,NESTED“ PCR (NPCR)
,Nested“ PCR nebo-li ,,dvojita PCR* umoziuje amplifikaci velmi malého mnozstvi
DNA. Je zalozena na dvou polymerazovych reakcich s rozdilnymi primery. Nejprve se
amplifikuje tsek, kde je templatem genomickd DNA. Nasleduje dalsi PCR tzv. ,nested*
reakce, kde templatem je produkt reakce piedchazejici. Pro prvni reakci se pouziji dva
oligonukleotidy, které vymezi prvni amplifikovany tsek. Ve druhé (,,nested”) reakci se
pouziji nové dva oligonukleotidy, které hybridizuji uvnitt Gsekt, vzniklych pii prvni PCR

(Kocarek, 2007; Zima et al., 2002).

6.3.3. ALELOVE SPECIFICKA PCR (AS - PCR)

Alelové specifickd PCR je pouzivana k piimé detekci malych deleci a bodovych
mutaci probihajici ve dvou ¢i vice paralelnich reakcich, vyuzivajici diskriminacni
schopnosti 3" konce primeru. V prvni reakci je jeden primer komplementarni ke standardni
sekvenci a v dalsi reakci k mutantni nebo polymorfni sekvenci. Druhy primer je v obou
reakcich stejny. Piedpokladd se, Ze k elongaci dojde, jen pokud jsou primer a cilova

sekvence pIné komplementarni (Smarda et al., 2008).

6.3.4. ASYMETRICKA PCR
Asymetricka PCR umoznuje syntézu pievazné jednoho vldkna z dvousSroubovice
DNA tim, ze jeden z primert je v nadbytku (vétSinou v poméru 50 : 1 az 100 : 1) a druhy
primer se spotiebuje vétSinou v prubéhu prvniho cyklu. Produktem PCR reakce je

jednovlaknova DNA, ktera je vhodna napt. pro sekvenovani.

6.3.5. MULTIPLEXOVA REAKCE
Multiplexova reakce je varianta PCR reakce umoziujici amplifikaci dvou a vice

lokusti v jedné reakci PCR. Vyuziva vétsi pocet primerd, které hybridizuji s riznymi tseky
templatové DNA. Nejslozitéjsi je faze pripravna, kdy je tieba navodit spravné reakéni
podminky (sekvence nukleotidli, koncentrace primerli, optimalni teplota jednotlivych
krokt cyklu atd.) (Shuber et al., 1995; Henegariu et al., 1997; Markoulatos et al, 2002).
Koncentrace primeri je nejdilezitéjsi faktor v multiplexové reakci, vymezujici celkovy

vytézek jednotlivych amplikont (Schoske et al., 2003).

33



6.3.6. INVERZNI PCR
Omezeni standardni PCR je, Ze hrani¢ni oblasti DNA fragmentu 5’a 3" konce musi

byt zndmé sekvence. Inverzni PCR je varianta umoznujici amplifikovat useky DNA o

neznamé sekvenci ohrani¢ené na obou stranach DNA se znamou sekvenci (Smarda et al.,

2008).

6.3.7. STANOVENI POLYMORFIZMU DELKY RESTRIKCNICH FRAGMENTU
(RFLP)

PCR-RFLP je modifikace standardni PCR pouzivana pro typizaci cilové sekvence,
obvykle urc¢iteho genu, obsahujici sekvencni polymorfizmus v restrikénim misté. Tato
sekvence o délce az 5 kb se amplifikuje za ptisnych podminek pomoci primert
pfipojujicich se ke koncovym konzervovanym oblastem. Vysledkem amplifikace jsou
produkty PCR o stejné délce, které jsou Stépeny restrikéni endonukledzou a poté jsou

analyzovany elektroforézou v agarézovém &i polyakrylamidovém gelu (Smarda et al.,
2008).

6.3.8. REVERZNI TRANSKRIPCE NASLEDOVANA PCR (RT-PCR)
RT-PCR je metoda urena k amplifikaci molekul RNA vyuzivajici reverzni
transkripci, pomoci které se piepiSe mRNA na cDNA. Enzym, ktery umoznuje piepis
mRNA do cDNA, se nazyva reverzni transkriptdza. Nakonec se provede s CDNA jako

templatem bézna PCR reakce.

6.3.9. RYCHLA AMPLIFIKACE KONCU cCDNA (RACE)

RACE je metoda rychlé amplifikace cDNA koncti pomoci PCR (Innis et al., 1990).
Nejdiive se syntetizuje cDNA reverzni transkripci z mRNA. Syntéza probihd na 5 nebo
3’konci templatové DNA. Musi byt zndma ¢ast sekvence nékterého exonu. Amplifikace
5’koncii vyZaduje purifikaci prvotni cDNA a ukonceni fetézce termindlni transferazou za
vzniku druhého poly (A) konce. Kombinaci se nakonec ziska cela ¢cDNA (Zima et al.,
2004).
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6.4. VYHODY A NEVYHODY

Vyhody PCR:

1. Vysoka specificita a citlivost — K analyze postaci jedind molekula DNA.

2. Rychlost - c¢as potiebny k analyze je méné nez 24 hod (délka zavisi na délce
amplifikovaného useku a také na tom, jak velké mnozstvi amplikonu potiebujeme
ptipravit).

3. Bezpecnost prace — pii PCR se zpravidla nepouzivaji radioaktivn¢ znacené
nukleotidy.

4. Navaznost na ostatni oSetieni — produkty PCR Ize vyuzit i k dalsim molekularné-
biologickym analyzam.

5. Dobra rozliSovaci schopnost — pomoci PCR lze amplifikovat i silné degradovanou
DNA.

6. MoZnost automatizace — poskytuji cykléry, kde umoznuji zvolit vhodny program
(zadat teploty, Casy a pocet jednotlivych cykll) a reakce probiha bez nutnosti
osobni asistence. Sbér dat a castecné 1 jejich analyza jsou automatizovany.

7. Multiplexova reakce — nékolik riiznych STR paru primertt mize byt amplifikovano

Vv jedné reakci (Kocarek, 2007; Buckleton, 2005).
Nevyhody PCR

1. Délka amplifikovaného uiseku — nelze amplifikovat dlouhé sekvence.

2. Nutnost zndt sekvence ohranicujici amplifikovany usek — aby bylo mozno vybrat
vhodné primery.

3. MoZnost kontaminace cizorodou DNA — 1 pii dodrzeni antikontaminacnich
opatteni ke kontaminaci dochazi.

4. Nepresnost replikace — pti syntéze DNA mulze dojit chybnym zatazenim
nukleotidu do nascentniho fetézce, které budou pii naslednych cyklech PCR

»kopirovany* do nové vznikajicich amplikonti (Kocarek, 2007).
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6.5. VYSLEDKY A ANALYZA

QF-PCR se pouziva pro zjisténi poctu kopii chromozomu amplifikaci opakujicich
se sekvenci u polymorfnich lokusti (Mann et Ogilvie, 2012). Chromozom-specifické kratké
DNA sekvence (STR — short tandem repeats) jsou amplifikovany pomoci PCR. Vizualizaci
fluorescencné znacenych primerti na elektroforeogramu lze kvantifikovat PCR produkty.
Mnozstvi namnozeného produktu se ukazuje na monitoru jako tzv. piky (jednotlivé alely
jedince). Kvantifikace se provadi vypoc¢tem plochy piku amplikonu ptislusné STR alely
pomoci automatického DNA sekvenatoru. STR se liSi mezi jedinci velikosti, podle toho,
kolikrat se opakuje jednotka repetice - trojice, ¢tvetice nebo pétice nukleotidi. Vysledek

reakce se sleduje pro kazdy lokus zvIast’:

Normalni heterozygotni jedinec pro specifickou STR sekvenci bude mit 2 piky
o stejné vySce fluorescencniho signdlu s odliSnou délkou amplikonu, jejichZz pomér je

hodnocen 1 : 1 (Obr. 7).

1a0 130
G000 t t t
000
4000 1
30001
2000 1
10001
l:l I I
11142 10563
214 2148

Obr. 7. Heterozygotni marker (pomér ploch 1 :1). Pfevzato z
http://www.pentagen.cz/files/download/devyser/Devyser_Compact_v3, CS.pdf

Pro trizomii ptislusného chromozomu svéd¢i pritomnost 3 raznych pika (3 rizné
alely) se stejnou plochou (Obr. 8) nebo ptitomnost 2 piki (2 rizné alely), z nichz jeden ma
dvojnasobnou plochu, nez ten druhy (Obr. 9). Pomér ploch pro 2 alely je hodnocen jako 2

: 1 nebo 1 :2 a pomér ploch pro 3alelyjel:1:1
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Obr. 8. Trizomicky troj-alelicky marker (pomér ploch 1 : 1 : 1). Pfevzato z
http://www.pentagen.cz/files/download/devyser/Devyser Compact_v3, CS.pdf
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Obr. 9. Trizomicky dvoj-alelicky marker (pomér ploch 2 : 1; 1: 2). Pfevzato z
http://www.pentagen.cz/files/download/devyser/Devyser_Compact_v3, CS.pdf
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Homozygotni jedinci (alely se stejnou délkou) — maji pouze 1 pik (Obr. 10) a

vySetfeni pro tento marker je neinformativni.

140

150
o000

2000+
E000 1
4000 +

2000 1

21693
214

Obr. 10. Neinformativni marker. Pievzato z

http://www.pentagen.cz/files/download/devyser/Devyser_Compact_v3, CS.pdf
Provedeni analyzy:

Analyza dialelickych markerti se provadi vypoctem pomért ploch piki (pik1/pik2).
Pik1 ptedstavuje plochu piku kratSiho fragmentu, pik2 je plocha piku del§iho fragmentu
(Tab. 2).

Tab. 2. Pomérova kritéria — (Ratio criteria — RC).

Dialelické markery:

Pomér 1:2 Neprukazny 1:1 Neprtkazny 2:1
RC1 < 0,65 0,65-0,74 0,75-1,44 1,45-1,80 > 1,80
RC 2 < 0,65 0,65-0,74 0,75-1,54 1,55-1,80 > 1,80
Trialelické markery:

Pomér Neprukazny 1:1:1 Neprtkazny
RC1 <0,75 0,75-1,44 > 1,45

RC 2 <0,74 0,75-1,54 > 1,55

Pomérové kritérium (RC1) 1 se pouziva, kdyz je vzdalenost pikl < 24 bp.

Pomérové kritérium (RC2) 2 pouziva, kdyz je vzdalenost pika > 24 bp.

Vyskovy pomér:

Vyskovy pomér lze pouzit, pokud je pomér ploch pikii hodnocen jako neprikazny. Pro

vypocet pomérl ploch se pouZiji stejna pomérova kritéria.
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Interpretace vysledkii — hodnoceni jednotlivych markeri:

Vysledek hodnotime jako normaélni (dizomicky, dialelicky), S pomérem piku
Vrozmezi od 1 : 0,7 do 1 : 1,4 pro nejméné 2 informativni STR markery na chromozom.
(Putzova et al, 2008). Nicméng, pro alely del$i nez 24 repetic je pfijatelny pomér az 1,5.

Vysledek hodnotime jako abnormalni (trizomicky), pokud jsou alespon 2
informativni markery v souladu s trialelickym genotypem s pomérem pikd méné nez 0,7
nebo vice nez 1,4 a rozdil v délce alel je mensi nez 20 bp. V pfipadé, kdy je rozdil mezi
alelami vétsi nez 20 bp, se mohou vyskytnout vyssi rozdily ve vySce pikt. Je to zptisobeno
prednostni amplifikaci kratSich alel, obvykle az k 1 : 0,5 — 1,5. Takovy marker se povazuje
za neinformativni. Pomér mensi nez 0,25 nebo vétsi nez 4,0 se povazuje za artefakt a

analyza je opakovana (Putzova et al, 2008).

6.6. PROBLEMY PRI VYHODNOCENI

6.6.1. NESPECIFICKE ARTEFAKTY
Nespecifické artefakty vznikaji v pribéhu PCR amplifikace STR alel a mohou
naruSovat spravnou interpretaci a genotypizaci alel pfitomnych v templatu DNA (Goodwin
et al., 2007). Nespecifické artefakty obvykle atypicky migruji v gelu. Mtze se jednat o
odlisnou sekvenci STR alel nebo se jednd o castecné renaturovany PCR produkt

(Buckleton, 2005).

6.6.2. STUTTER PIKY

Stutter piky (Obr. 11) jsou samostatné piky vznikajici v praibéhu PCR amplifikace
STR alel a jsou o jednu nebo nékolik repetitivnich jednotek mensi (minor) nebo vyjimecné
i del$i, nez hlavni alela (Shinde, et al., 2003). Mohou se tvofit v disledku prokluzu DNA
polymerazy pti prodluzovani DNA vlakna (Hauge et Litt, 1993; Schlotterer et Tautz,
1992). Stutter pik je zpravidla mensi nez 15 % vySky hlavni alely (Butler, 2005).

Pocet stutterti zavisi na lokusu, stejné jako na PCR podminkach a pouzivané
polymerdzy. Procento stutteri se zvysSuje s vyS$§im poctem PCR cykll a s vét§Sim poctem
templatovée DNA. Vyskyt stutterd klesd sdelSimi opakujicimi jednotkami
(pentanukleotidové jednotky<tetra<tri<dinukleotidy). U tetranukleotidovych repetic se
objevuje asi v 15 %, pro tri- a dinukleotidové repetice se procento vyskytu stutterti zvysuje
az na 30 % (Butler, 2005). Pocet stutterti je niz$i, pokud je sekvence opakovani

nedokonala, naruSena nepravidelnosti sekvence (imperfect) (Goodwin et al., 2007; Gill et
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al, 1997; Corporation, T.P.-E., 1999). Pii interpretaci vysledkd je nutné stutter piky brat
v uvahu (Godwin et al., 2007).
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Obr. 11. Stutter pik oznaceny Sipkou. Pfevzato z
http://www.pentagen.cz/files/download/devyser/Devyser_Compact_v3,_CS.pdf.

6.6.3. PULL UP P/KY (BLEEDTHROUGH)

Pull up piky jsou malé piky jedné barvy nachézejici se na misté hlavniho piku jiné
barvy (Butler et al., 2004). Vznikaji pfi ptili$ silném signalu amplikonu hlavniho piku
(ptili§ mnoho templatové DNA pii PCR). Vzniklé ptesahujici piky musi byt z analyzy
vylouceny.

6.6.4. SPIKES
Spikes jsou ostré piky, které se objevuji se stejnou intenzitou fluorescence
V n¢kolika barevnych kanalech. Piky vzniklé z elektroforetickych spikli musi byt z analyzy
vylouceny.

6.6.5. SPLIT PIKY (+/- A)

-A piky jsou detekovany jako samostatné piky, které jsou o jeden par bazi kratsi,
nez PCR produkt s plnou délkou (+A pik). -A piky miiZeme zahrnout do vypoctu pomera.
Split piky (Obr. 12) jsou obvykle zpiisobeny nizsi aktivitou Taq polymerazy, ktera ptidava
dalsi adenosin na 3’konec PCR produktu nebo piili§ velkym mnozstvim DNA v PCR
reakci (Godwin et al, 2007; Butler et al., 2004).
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Obr. 12. —Aa +A piky jsou oznaceny Sipkou. Pievzato z
http://www.pentagen.cz/files/download/devyser/Devyser _Compact_v3, CS.pdf

Alelicky drop-out je jev, pti kterém dochazi ke ztraté jedné ze dvou alel v pribéhu
PCR amplifikace. Problém nastava, pokud k tomuto jevu dojde u heterozygotniho
genotypu (2 odlisné alely). Alelicky drop-out tak muze vést k faleSnému urceni
homozygotického genotypu (1 alela) a tim 1 k Spatné interpretaci vysledkli (Miller et al,
2002). Pii degradované vstupni DNA muize nékdy dochazet i k lokusovému drop-outu.

Takovy lokus je pak neinformativni.

6.6.5. DYE BLOBS
Dye blobs, uvolnéna fluorescenéni barva ze znafeného primeru, se vyskytuji
relativné brzy na zacatku elektroforeogramu, ale mohou se objevit v celém rozsahu

analyzy (Obr. 13). Dye blobs vypada jako Siroky pik bez definovaného vrcholu jedné
barvy.
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Obr. 13. Dye blob je oznadéen Sipkou. Pievzato z
http://mww.pentagen.cz/files/download/devyser/Devyser_Compact_v3,_CS.pdf
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6.7. ELEKTROFOREZA

Elektroforéza je metoda zaloZzend na separaci molekul podle relativni molekulové
hmotnosti a velikosti naboje (Sambrook et al., 1989). Pouziva se k separaci fragmentt
DNA, RNA, proteintl, ale i daldich biochemicky vyznamnych latek. Castice nukleovych
kyselin maji vlivem pitomnosti aniontovych fosfatovych skupin (PO4>) negativni
elektricky naboj, a proto se pohybuji smérem k anod¢ (kladné¢ nabité elektrodé) (Zima et
al., 2002). Pohyb téchto vysoce elektronegativnich molekul v elektrickém poli vede
k jejich separaci podle molekulové hmotnosti. Kratsi fragmenty se pohybuji rychleji nez

delsi molekuly.

6.7.1. Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza probiha na agarézovém ¢i polyakryamidovém gelu.
Elektroforéza na gelu rozliSuje veétsi molekuly az kolem 5000 kb (Voytas, 2001).
Koncentrace agardzy se voli podle velikosti fragmentt, které maji byt separovany (Tab. 3).

Polyakrylamidovy gel rozliSuje mensi molekuly, do 10 bp (Maniatis et al., 1975).

Tab. 3. Pfehled koncentrace agarozy podle velikosti fragmentii. Pievzato ze Zima et al. (2002).

Velikost fragmentu Koncentrace agarézy
1-20kbp 0,4-08%
500 — 1000 bp 2%
100 — 500 bp 3%
10 — 100 bp 5%

Mnoho aplikaci vyuziva horizontalni elektroforézu (Obr. 14) a gel je ponofen do
pufru (TBE, TAE). Nejéastéji se pouzivaji dvé velikosti geld, napf. 12krat 20 cm a Skrat
9cm, coz predstavuje priblizn€ 4,5, reps. 9 V/cm. Nandseni vzorku (0,1 — 5,0 ug DNA) do
jamek piedchazi smichani s nanaSecim pufrem obvykle v poméru 1 : 4 nebo 1 : 5, ktery
obsahuje barvu viditelného spektra (napf. bromfenolova modi 0,5 g/1, 400 g/l sachar6za, 20
mmol/EDTA).

Vizualizace se provede pomoci fluorescencnich barviv, napi. ethidiumbromidem a
posvicenim na transiluminatoru v UV svétle s naslednou fotodokumentaci. Jako kalibracni
Skaly molekulové hmotnosti se pouziva krokovy zebticek po 50 nebo 100 bp (Step ladder,
Obr. 15) nebo jiné PCR markery (Zima et al., 2002).
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Obr. 14. Horizontalni gelova elektroforéza. Prevzato z: http://opvk2011.ptacisvet.cz/?title=popis_metod-
gelova_elektroforeza&lang=cz.
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Obr. 15. 100 bp DNA ladder. Sklada z 9 prouzkt (bands) po 100 bp, 200 bp, 300 bp, 400 bp, 500 bp, 600
bp, 800 bp, 1 000 bp, 1 500 bp. Pievzato z http://www.genscript.com/molecule/M1020-
100_bp_DNA _Ladder_original_format.html.

6.7.2. KAPILARNI ELEKTROFOREZA

Kapilarni elektroforéza je zaloZena na separaci fluorescenéné znacenych fragmentt
DNA, které prochéazeji kapilarou pod elektrickym napétim. Pii prichodu kapilarou se
fragmenty DNA rozdé¢luji podle své délky a jsou detekovany laserovym detektorem. U
kapilarni elektroforézy probihd separace v linedrnim hydrofilnim akrylamidovém polymeru

vtenké kapilafe (vnitini primér 25 — 50 pum a délka nékolik cm az 1 m) a
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elektroforetickém pufru podle molekulové hmotnosti. Kapilara spojuje 2 naddoby napIlnéné
elektrolytem (vodivym roztokem). V jedné nadobé¢ je umisténa kladna elektroda (anoda) a
ve druhé zapornd elektroda (katoda). Po naplnéni aparatury elektrolytem se do jednoho
konce kapildry aplikuje malé mnozstvi vzorku a zapne se zdroj stejnosmérného proudu.
Obdobn¢ jako u gelové elektroforézy se i zde Castice o niz§i molekulové hmotnosti
Vv elektrickém poli pohybuji k opacnému polu rychleji, nez ¢astice s vyssi hmotnosti. Na
opa¢ném konci kapilary je umistén detektor pro ptimou detekci méfenim absorbance pii
260 nm. Typické analyza trva asi 20 minut. Pro separaci jednovlaknové DNA se pouziva
puftr obsahujici ureu (7 mol/l) (Zima et al., 2002; Kocarek, 2007).

Kapilarni elektroforéza nabizi mnoho vyhod: niz§i naro¢nost na spotiebu pufri a
dal$ich materiald, minimalni spotieba vzorku (1 — 2 nl 0 koncentraci 5 — 50 mg/1), moznost
aplikace vysokého napéti a tim vySSi rychlost separace a snadna, digitalizovana
vizualizace. Na bazi kapilarni elektroforézy funguji automatizované piistroje (genetické
analyzatory). Na trhu je dostupnych mnoho typl pfistroji napt. od firmy Applied
Biosystems. V souCasnosti je nejmodernéjSim aparatem ABI PRISM (Obr. 16).

Analyzatory se vyuzivaji pro sekvenacni i fragmentacni analyzu.

Obr. 16. Geneticky analyzator ABI Prim 3130xl Genetic Analyzer. Pievzato z http://www.uni-
duesseldorf.de/WWW/BMFZ/mambo/images/abiprism3130xl.jpg.
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7. MATERIAL A METODY

7.1. MATERIAL

7.1.1. VZORKY DNA

Jako biologicky material byla pouzita kontrolni DNA se souhlasem 100 anonymizovanych
pacienti a povolenim etické komise k pokustim z Ustavu biologie a 1ékaiské genetiky ve

Fakultni nemocnici v Motole.

7.1.2. PRISTROJE A POMUCKY
Pipety
e Pipetman P2, P10, P20, P100, P200, P1000 (Gilson, Middleton, WI, USA)

Termocykleéry
e AB 270 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
e MJ Research Peltier Thermal Cycler (MJ Research, San Francisco, CA, USA)

Kapilarni geneticky analyzator

e ABI Prism 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

Lamindrni boxy
e LaminAir HB2436 Telstar BIO-11-A (Heraeus Telstar, Spanélsko)
o Ms2 IKA (IKA — Works, Wilmington, NC, USA)

Centrifugy

e Mini Spin plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Spectrafuge 16M (Labnet, Windsdor, Velka Britanie)
Centrifuge 5415C (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Centrifuge 5804 (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Elektroforetickd vana a proudovy zdroj
e Horizont 58 (Life Technology, Gaithersburg, MD, USA)
e Lightning Volt Power Supply (Polysciences, Neles, IL, USA)

UV transiluminator a gelovy dokumentacni systém

e Electronic Transilluminator Dual Light (Ultralum, Claremont, CA, USA)
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Edas 290 + Kodak ID Image Analysis Software (Eastman Kodak Company,
Orchester, NY, USA)

7.1.3. SPOTREBNI MATERIAL

PCR zkumavky s plochym vickem 0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml (Thermo Fisher Scientific
Inc.)

Spi¢ky s filtrem, bez filtru 10 pl, 200 pl, 1000 pl (Gilson, Inc., Middleton, WI,
USA)

Spiéky DistriTip Mini 1 pl — 12,5 pl, 10 pl — 125 pl (Gilson, Inc., Middleton, WI,
USA)

Kapilary 3130x1/3100 Genetic Analyzer Capillary Array — 36 cm x 50 um (Applied
Biosystems, Ceska Republika s. r. 0.)

96 jamkova opticka desticka - MicroAmp 96-Well Optical Reaction Plate (Applied
Biosystems, Ceska Republika s. r. 0.)

Zakladna pro 96 jamkovou desticku - 96-Well Plate Base (Applied Biosystems,
Ceska Republika s. r. 0.)

Piidrzova¢ pro 96 jamkovou desticku — 96-Well Plate Retainer (Applied
Biosystems, Ceska Republika s. . 0.)

Gumicky - 96-Well Plate Septa (Applied Biosystems)

7.1.4. CHEMIKALIE

10x TBE pufr
3130 POP-7"™ Polymer (Applied Biosystems)
6x Loading Dye Solution (100bp DNA ladder) (Fermentas)

R™ (Amresco®)

Agarose SF
Buffer (10X) with EDTA (Applied Biosystems)

Destilovana voda pro laboratorni tcely (Lékarna FN Motol)

Etanol 95% (Lékarna FN Motol)

Etidiumbromid — 1% roztok ve vodé (Merck)

GeneScan™ 500 ROX™ Size Standard Standards Kit (Applied Biosystems)
Hi-Di"™ Formamide (Applied Biosystems)

Multiplex PCR Master Mix** (Qiagen)

Orange G (Sigma)

46



e Primery (Microsynth)

e Q-Solution** (Qiagen)

o RNase-Free Water (dH,O)** (Qiagen)

e Voda bez pfitomnosti nukleaz (Fermentas)

e Voda pro injek¢ni tcely Braun (B. Braun)
** jedna sada — patii do jednoho baleni

7.2. METODY
V této diplomové praci jsem pouzila nasledujici metody:
e (Gradientova PCR
e Elektroforéza v agar6zovém gelu
e Fragmentacni analyza pomoci kapilarni elektroforézy
7.3. GRADIENTOVA PCR

U kazdého paru primert bylo tfeba zjistit jejich optimalni teplotu nasedani. Bylo
piipraveno 12 vzorkid a negativni kontrola kontaminace (NTC) pro kazdy par primert

V teplotnim rozmezi 50 — 65 °C (Tab. 4).

Tab. 4. SloZeni reakéni smési pro gradientovou PCR.

Reagencie: 1 reakce (pl)

Multiplex PCR Master Mix (Qiagen) 10

Q-solution (Qiagen) 2,0
Primer — R (5 pmol/ pl) 2,0
Primer — F (5 pmol/ pl) 2,0
RNase-free water (Qiagen) 2,0
DNA (50 — 100 ng/ ul) 2,0
Celkem 20,0

1. Vzorky byly vlozeny do cycléru, ktery umoznuje nastavit vice rtiznych teplot
nasedani primert.
2. Byly naprogramovany jednotlivé kroky (Tab. 5) gradientové PCR reakce v

teplotnim gradientu:
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Teplotni gradient:

1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12,
50°C | 50,4° C | 51,3°C | 52,4°C | 54,2°C | 56,4°C | 58,9°C | 61,6°C | 62,7°C | 63,8°C | 64,7°C | 65,0°C
Tab. 5. Amplifikaéni program.

Teplota Cas

95°C 15 min

94°C 30s

50 — 65°C 1,5 min

72°C 1 min

30 cyklu

72°C 10 min

60°C 30 min

4°C forever

3. Po skonceni amplifikaéniho programu byly zkumavky vyjmuty z cycleru a vzorky

byly pouzity pro kontrolu spravnosti pribéhu PCR (gelova elektroforéza) nebo

uskladnény pii — 20 °C.

7.4. ELEKTROFOREZA V AGAROZOVEM GELU

Postup pripravy gelu

1. Pro ptipravu byl pouzit 3 % agarézovy gel (3 g Agarose SFR™ (Amresco %) a 100

ml TBE pufru).

2. Agardza byla v mikrovinné troubé rozpusténa opakovanym povarenim.

3. Po ochlazeni agar6zy asi na 55 °C byla nalita do vanic¢ky, kam byly pfidany vhodné

hiebeny pro vytvoieni piislusnych jamek.

4. Po zatuhnuti gelu (asi po 30 minutach) byly vyndany hiebeny a gel byl ihned

pouzit. Nepouzity gel byl uchovan v plastikové formé s 0,5 % TBE v lednici pti 2

°C.

Priibéh elektroforézy

1. Pripraveny gel byl vlozen do elektroforetické vany Horizon® (Life Technologies
GIBCO BRL, Gaithersbutg, MD, USA) naplnéné 0,5 % TBE pufrem.

2. Do jamek byly ptfidany PCR produkty (5 pl) smichané s Orange G.
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7.5.

Do jedné z jamek bylo naneseno 5 pl hmotnostniho standardu neboli ,,zebiik*
(ladder).

Komora elektroforetické vany byla zaviena a pfipojena ke zdroji elektrického
napéti Lightning Volf Power Supply OSP-300 (Polysciences, Neles, IL, USA) po
dobu 30 min (500mA, 100V).

Po skonceni elektroforézy byl gel vyjmut a obarven ponotfenim do 0,0002 %
roztoku etidiumbromidu po dobu 15-20 min.

Vizualizace fragmentti probéhla na transluminatoru Electronic Translluminator
Dual Light (Ultralum, Claremont, CA, USA) v UV svétle a nasledné
vyfotografovanim digitdlnim fotoaparatem Kodak ID Image Analysis Software

(Eastman Kodak Company, Orchester, NY, USA).

FRAGMENTACNI ANALYZA POMOCI KAPILARNI ELEKTROFOREZY

Fragmentacni analyza pomoci kapilarni elektroforézy byla provedena na genetickém

analyzatoru. Vzorky pro kapilarni elektroforézu byly piipraveny podle nasledujiciho

postupu:

1.

Byl ptipraven zavadéci roztok smichanim smési 0,5 upl vniténiho standardu
GeneScan™ — 500 ROX™ Size Standard (Applied Biosystems) a 9 pl Hi-Di"™
Formamidu (Applied Biosystems) na jamku. Roztok byl zvortexovan.

Do 96 jamkové desticky bylo nepipetovano po 9,5 ul roztoku a 1 ul PCR produktu /
na jamku.

Desticka byla utésnéna gumickou a uzaviena vickem.

49



8. VYHODNOCENI VYSLEDKU
Analyza vysledkt fragmentacni analyzy prob&hla na genetickém analyzatoru ABI

Prism 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Velikost
fragmentt byla vyhodnocena v programu GeneMapper Software version 4.0 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) pomoci vnitintho molekulového standardu

GeneScan™ - 500 ROX™ Size Standard (Applied Biosystems).

8.1. OPTIMALIZACE PCR PRO CHROMOZOMY 13, 16, 18, 21, 22

Bylo otestovano celkem 46 dinukleotidovych STR marker pro chromozomy 13, 16,

18, 21 a 22. Piehled vybranych STR markerti uvadi Tab 7.

Nejdiive byla ptipravena reakéni smés pro teplotni gradientovou PCR (Tab. 4) podle
programu uvedeného v tab. 5 v teplotnim gradientu hybridiza¢ni teploty 50 — 65 °C.
Specificita produktl byla zkontrolovana podle délky amplikonu na agar6zovém gelu a po
uspesné amplifikaci byly produkty PCR analyzovany v genetickém analyzatoru pomoci
kapilarni elektroforézy.

Vysledky elektroforézy na agar6zovém gelu ukazaly u vétSiny markerti nespecifické
produkty. U vSech STR markerd byly zjiStény tzv. stutter piky, které jsem se snazila

odstranit naslednou optimalizaci zahrnujici:

zménu nastaveni hodnot v amplifika¢nim programu (Tab. 8)

zménu koncentrace Q-Solution (0,5 ul, 1 ul, 1,5 ul, 2 pl)

zménu koncentrace DNA

- zménu koncentrace primera

Tab. 8. Amplifikaéni programy.

Teplota Cas
95°C 15 min
94°C 30s

50 — 65°C 1,5 min
72°C 1 min
30 cykla

72°C 30 min
4°C forever
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Teplota Cas
95°C 15 min
94°C 30s

50 - 65°C 1,5 min
72°C 1 min
28 cyklu

72°C 30 min
4°C forever

Avsak ani zména v nastaveni amplifikacnitho programu nebo zména reagencii

nesnizila procento stuttert a stale dochazelo ke vzniku nespecifickych produkta.
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Tab. 7. Pehled dinukleotidovych STR markert.

Marker Fluorescent colour Position Size (bp) Forward primer Reverse primer
Chr. 13
D13S1493 6-FAM 13913 223-248 ACCTGTTGTATGGCAGCAGT GGTTGACTCTTTCCCCAACT
D13S1317 6-FAM 13914.3-g21.1 221-241 CTTGGAAACCAACAAGTCAC ATTTTGCCACCTAGAACGG
D13S284 HEX 13921 197-227 AAAATCAGGTGGAAACAGAAT AAAGGCTAACATCGAAGGGA
D13S1303 NED 13g21.1 180-214 GCTCCATCTCTGGAGTATCTG CACCAATAAGAAGGTGACATAACTT
D13S762 6-FAM 13g31-33 306-325 AATGAGATTGCTGGGTCAGA GTGGCTCCATGGAAAATTTA
D13S174 HEX 1334 173-199 GACGACTAACCTCAAGTGCG TGAAGGCAGAAGTAAAACCATTATC
D13S159 6-FAM 13g31-g33 168-203 AGGCTGTGACTTTTAGGCCA CCAGGCCACTTTTGATCTGT
D13S17 6-FAM 13g22-31 200-230 CAAGGAGCTTGACTTCCTGG TGTCTTGTTGTTAGCAACCC
GATA186A12 6’-FAM 13pter-qter 212-236 GCTTCCAAGCTGCCAGACTA TTAATTAGGGCCACAACCAG
Ch. 16
D16S521 6-FAM 156-172 GAGCGAGACTCCGTCTAA CAGCAGCCTCAGGGTT
D16S3134 HEX 161-174 CTGGGAAATTCTGGGA GGCCAAGGTGTTTGTT
D16S3024 6-FAM 208-248 ACATGCTGTGCCACCT AGCTGCCAGTATATGGAGGA
D16S423 6-FAM 121-139 AACAGGCTTGAAAGTCTCTGTC GCCTATTTGATAATGCTGTACG
D16S3021 NED 140-174 TGTGGATGTCATCACAAGG CACAGATATGTTTCATCTAGGGAG
D16S520 6-FAM 181-197 GCTTAGTCATACGAGCGG TCCACAGCCATGTAAACC
Chr. 18
D18S1104 NED 18g11.2 136-160 GACATCACGCCACTCAC TTATTCTAGATACTCTTAGGTCCCC
D18S66 HEX 18g11.2 244-262 AGAGCAAGTCCCTGCC CAGCCTCGGAGAAACG
D18S57 6-FAM 18912 88-110 TTCAGGGTCTTTTGAAGAGG AGAAGGCATTAAATTTTGCA
D18S1145 NED 18912 221-247 GGAACTAATGGCTACTGACGCCTT CTGGCTGCAAATGGAGAGACTT
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D18S1127 6-FAM 1821 178-204 AGACCCTGGAGAGTGACTGC TGCCCATGAACTTAGTGTGA
D18s61 6-FAM 18q22 157-183 ATTTCTAAGAGGACTCCAAACT ATATTTTGAAACTCAGGAGCAT
GATAB8CO07 HEX 18qg22-qter 220-260 GTCAGAGGTAGGGTATACGTG GGTGCTGGATTACAATTGGA
GATA178F11 NED 18pter-18qter 350-410 TTAAGAATGAAATGATCTAAT TCAGATACGTTCCCCAACAT
Chr. 21
D21S21914 6’-FAM 219211 203-223 CATTGGGCCTTCTGTCAAAT CTGAACCAGGGCATGT
D21S1888 6-FAM 21922.1|21922.11 | 262-287 AGGCAGGAGAATCACTTGAA AGAAAGACATTCCATCGCT
D21S1910 HEX 21g22.1 194-266 TTCTCTGGAATAAACGTGG CACGGCAAAGTAGTATTTAATG
D21S267 NED 21g22.2 175-203 ATGGATCTGGATTTCTATCTTC CTTCCAACCTGGGTGA
D21S1890 HEX 21922.3 143-173 GGTCTGACCACAGATTTCC AAAAACACTCTGAACGATTAAGG
D21S1903 6-FAM 21922.3 225-265 GCTTGCTGAACTCACCTG GCCTCCCAAAGTGCTC
D21S1899 6-FAM 21g11.2-21 153-187 ACTGCATTATTCACAATAGCGAAG CATGCTACAGGTTCATACACAGAG
D21S268 NED 219222 226-250 GGGAGGCTGAAGCAGG CCCCGCTGGCAGTGTA
Ch. 22
D225423 HEX 215-235 TGCAAACTCAGCCTGGA ACCAACTGACTCGTTTAGGTCAT
D22S277 6-FAM 140-170 TTCTTGTGTGGTAGTCTGGG TACCNACTCCCCAAACTATG
D225283 HEX 126-152 ACCAACCAGCATCATCAT AGCTCGGGACTTTCTGAG
D225282 NED 144-164 TAGGGCTTGCCCAAAGAC GGCTTGATGACACTGCATT
D22S1157 NED 193-250 ACCAGCCTGTAGTCCCA CCAGCATAGAGCAGACATTT
D22S1158 6-FAM 218-244 ATGTCTGGACTCTAATGTTCATTG TGTTTTACTAGGCATAATCGTTTC
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8.2. OPTIMALIZACE PCR PRO CHROMOZOMY 15, 16, 22

Optimalizace zahrnovala 4 STRs markery pro kazdy chromozom 15, 16 a 22.
Prehled vybranych STR markert uvadi Tab 9.

Po probéhnuti teplotni gradientové PCR a tGspésné amplifikaci na agar6zovém gelu
byla provedena fragmentac¢ni analyza. Analyza produkti byla provedena kapilarni
elektroforézou. Nasledn¢ byla vybrana vhodna teplota nasedani primerd podle tab. 10.
Primery se stejnou teplotou nasedani byly vybrany do multiplexové reakce (tab. 11).
Piipravu jednotlivych master mixd zobrazuje tab. 12. Vysledky fragmentacni analyzy

zoptimalizovanych primerd (SET A, B, C, D, E a F) zobrazuji obrazky 18 - 23.
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Tab. 9. Piehled tetranukleotidovych STR marker.

Marker Fluorescentni Pozice Velikost Heterozygozita Forward primer Reverse primer
barvicka (bp)
Chr. 16
D16S752 HEX 16¢22.3 104 - 120 0.97 AATTGACGGTATATCTATCTGTCTG GATTGGAGGAGGGTGATTCT
D16S771 6-FAM 16912.2 173 -209 0.88 GTCCAAAACACCACCCTCTA AAGTAGATCAGTCATCTTGCTGC
D16S753 6-FAM 16pl1.2 248 - 272 0.90 CAGGCTGAATGACAGAACAA ATTGAAAACAACTCCGTCCA
D16S541 HEX 16g12.1 149 - 165 0.80 CCACACCAGCGTTTTTCTAA CACACTTTACACACACCTATACC
C
Chr. 22
D22S526 6-FAM 22q13.33 | 258 - 288 0.91 AGAGCAAGACTCTGTCTCAACA TTCTCCTTCACTTTCTGCCATG
D225684 HEX 22912.3 232 — 256 0.83 CCCTCTCCCTCTCTTACAGG TTCTTAGTGGGGAAGGGATC
D225686 6-FAM 22911.22 | 202 -218 0.76 TTGATTACAGAGTGGCTCTGG TAAGCCCTGTTAGCACCACT
D225683 HEX 22912.3 246 - 270 0.72 AACAAAACAAAACAAAACAAACA GGTGGAAATGCCTCATGTAG
Chr. 15
D15S659 6-FAM 15921.1 176 - 204 0.85 GTGGATAGACACATGACAGATAGG TATTTGGCAAGGATAGATACAGG
D15S5189 NED 15925.3 304 - GGTGTTGCAGCGAGACTCT TCCCCTTTCATTCATCCTTC
D15S217 HEX 15912 160 - 202 0.84 GATGATAGCTGATGGATAGATGC TCTGAAAGTATCTTTCATTTGTCC
D15S526 HEX 15926.1 221 - 275 0.81 ACTGCACTCCAGCCTGGGT TCCCGTGAATGTTCAAGCC
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https://www-gene.cimr.cam.ac.uk/cgi-bin/mssearch.cgi?locus=D15S659
https://www-gene.cimr.cam.ac.uk/cgi-bin/mssearch.cgi?locus=D15S189
https://www-gene.cimr.cam.ac.uk/cgi-bin/mssearch.cgi?locus=D15S217
https://www-gene.cimr.cam.ac.uk/cgi-bin/mssearch.cgi?locus=D15S526

8.2.1. VYSLEDKY GRADIENTOVE PCR

Tab. 10. Prehled vysledki teplotni gradientové PCR jednotlivych primeri. Zluté pozadi oznaduje vhodné
teploty nasedani primerd.

MARKER

Teploty

50°C

50,4°C

51,3°C

52,4°C

54,2°C

56,4°C

58,9°C

61,6°C

62,7°C ] 63,8°C

64,7°C

65°C

Chr. 16

D16S752

D16S771

D16S753

D16S541

Chr. 22

D225526

D225684

D225686

D225683

Chr. 15

D155659

D155189

D15S8217

D15S5526

Tab. 11 Piehled setii zahrnujici STR markery pro chromozomy 15, 16 a 22.

SET A (62°C) | SETB (54°C) | SET C (58°C) | SET D (60°C) | SET E (52°C) | SET F (50°C)
D225686 D225683 D16S753 D15S217 D155659 D155189
D22S684 D16S771 D16S541 D15S526

D22S526

D16S752

Tab. 12. Pfiprava master mixa SETUA,B,C,D,EaF.

NAZEV SETU 1 reakce (ul)
SET A

MasterMix 10
Q-Solution 2
Primer D225686-R/D225686-F 0,5/0,5
Primer D22684-R/D22684-F 1,0/1,0
Primer D22S526-R/D225526-F 0,6/0,6
Primer D16S752-R/D16S752-F 0,9/0,9
H,0 -
DNA 2
CELKEM 20
SET B

MasterMix 10
Q-Solution 2
Primer D16S771-R/ D16S771-F 0,8/0,8
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Primer D22S683-R/ D225683-F 1,2/1,2
H,0 2
DNA 2
CELKEM 20
SET C

MasterMix 10
Q-Solution 2
Primer D16S753-R/ D16S753 -F 1,0/1,0
Primer D16S541 -R/ D16S541 -F 1,2/1,2
H,0 1,6
DNA 2
CELKEM 20
SET D

MasterMix 10
Q-Solution 1,4
Primer D15S217-R/ D15S217-F 1,9/1,9
Primer D15S526 -R/ D15S526 -F 1,4/1,4
H,0 -
DNA 2
CELKEM 20
SET E

MasterMix 10
Q-Solution 2
Primer D15S659-R/ D155659-F 2,0/2,0
H,0 2
DNA 2
CELKEM 20
SET F

MasterMix 10
Q-Solution 2
Primer D15S189-R/ D15S189-F 2,5/2,5
H,O 1,0
DNA 2
CELKEM 20

8.2.2. VYSLEDKY FRAGMENTACNI ANALYZY ZOPTIMALIZOVANYCH PRIMERU

Produkty PCR reakce byly rozdéleny kapilarni elektroforézou, kde byl zméten
fluorescencni signal. Intenzita fluorescenc¢niho signalu zavisi na mnozstvi produktu. VVzory
vysledki jsou uvedeny nize. Délka fragmentii (bp) je uvedena na horizontdlni ose a
mnozstvi produktu na ose vertikalni.

Vysledek hodnotime jako normalni (dialelicky heterozygotni jedinec) s pomérem
piku 1:1 (vrozmezi od 1 : 0,7 do 1 : 1,4) pro nejmén¢ 2 informativni STR markery na
chromozom (Obr. 18 — 22) (Putzova et al, 2008).

Homozygotni jedinci (alely se stejnou délkou) — maji pouze 1 pik (Obr. 23).

Takovy marker se povazuje za neinformativni a nevhodny pro diagnostické ucely.
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Obr. 18. Vysledek fragmentacni analyzy setu A. Multiplex QF-PCR zobrazujici STR markery pro
chromozom 16 (D16S752) a chromozom 22 (D22S686, D22S5684 a D22S526).
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Obr. 19. Vysledek fragmenta¢ni analyzy setu B. Multiplex QF-PCR zobrazujici STR markery pro
chromozom 16 (D16S771) a chromozom 22 (D22S683).

140 180 220 260
6300 { D165541 D1§5T53
4200+
21001
ol - .

Obr. 20. Vysledek fragmentaéni analyzy setu C. Multiplex QF-PCR zobrazujici STR markery pro
chromozom 16 (D16S541, D16S753).
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Obr. 21. Vysledek fragmentaéni analyzy setu D. Multiplex QF-PCR zobrazujici STR markery pro
chromozom 15 (D15S217, D15S526).
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Obr. 22. Vysledek fragmenta¢ni analyzy markeru D15S659.
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Obr. 23. Vysledek fragmenta¢ni analyzy markeru D15S189. Tento marker se ukazal jako zcela
neinformativni (homozygotni marker) a nevhodny pro diagnostické tcely.

8.2.3. VYSLEDKY POPULACNI STUDIE STR MARKERU

Po optimalizaci podminek STR markert byly do popula¢ni studie vybrany nasledujici

markery:

- pro chromozom 16: D16S752, D16S771, D16S753 a D16S541
- pro chromozom 22: D22S526, D22S684, D22S5686 a D22S683
- pro chromozom 15: D15S659, D15S217 a D15S526

- pro chromozom 16: D16S752, D16S771, D16S753 a D16S541
- pro chromozom 22: D22S526, D225S684, D22S686 a D22S683
- pro chromozom 15: D15S659, D15S217 a D15S526

Z tab. 9 lIze vycist velikost jednotlivych markerd v populaci a jejich heterozygozitu.
Nejvice informativni marker byl D16S752 (heterozygozita 0,97) a nejméné informativni
D22S683 (heterozygozita 0,72).

Pocet alel, délku fragmentt (bp) a vyskyt jednotlivych alel v populaci ukazuje Tab. 13.
Zde si lze povSimnout, Ze nejcastéjsi alely v populaci (oznaceny v zlutém policku) jsou u
markeru: D16S752 alela 116 a 112, D16S541 alela 157 a 161, D16S771 alela 179 a 177,
D16S753 alela 260 a 264, D22S526 alela 272 a 266, D22S684 alela 240 a 244, D22S686
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alela 206 a 210, D225683 alela 258 a 254, D1659 alela 196 a 192, D15S217 alela 188 a
184 a D15S526 alela 263 a 267.
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Tab. 13. Vybrané markery pro populaé¢ni studii. Zluté oznagena politka ukazuji nejéast&ji vyskytované alely.

MARKER D16S752

ALELA

Al

A2 A3 Ad A5 A6
VELIKOST (bp) 104 106 108 112 116 120
VYSKYT (%) 5,0 1,0 17,5 29,1 34 13,4
MARKER D16S541
ALELA Al A2 A3 Ad A5
VELIKOST (bp) 149 153 157 161 165
VYSKYT (%) 2,5 5,0 46,25 41,25 5,0
MARKER D16S771
ALELA Al A2 A3 A4 | A5 | A6 A7 A8 | A9 | A10 | A11 | A12 | A13 | Al4 | A15 | Al6
VELIKOST (bp) 173 | 175 177 | 179 | 181 | 183 | 187 | 189 | 191 | 195 197 199 201 203 205 209
VYSKYT (%) 45 | 11,4 | 159 17 91 | 57 | 102 | 11 | 34 3,4 6,8 1,1 57 2,5 1,1 1,1
MARKER D16S753
ALELA Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9
VELIKOST (bp) 248 252 256 258 260 262 264 268 272
VYSKYT (%) 1,1 1,1 12,2 12,2 29,0 1,1 24.4 16,7 2,2
MARKER D22S526
ALELA Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 | All | Al2 | A13 | Al4 | Al5
VELIKOST (bp) 258 260 262 264 266 268 270 272 274 276 280 282 284 286 288
VYSKYT (%) 2,2 2,2 2,2 10,9 3,3 13,2 1,1 14,3 5,5 18,7 33 9,9 9,9 1,1 2,2
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MARKER D225684

ALELA Al A2 A3 Ad A5 Ab
VELIKOST (bp) 232 236 240 244 248 256
VYSKYT (%) 3,6 21,7 35,0 33,7 3,6 2,4
MARKER D225686
ALELA Al A2 A3 Ad A5 A6
VELIKOST (bp) 202 204 206 210 214 218
VYSKYT (%) 17,1 1,3 39,5 38,2 2,6 1,3
MARKER D22S683
ALELA Al A2 A3 Ad A5 A6 A7 A8 A9 A10
VELIKOST (bp) 246 250 254 256 258 262 264 266 268 270
VYSKYT (%) 42 9,7 29,2 1,4 34,7 11,1 1.4 5,5 1,4 1,4
MARKER D15S659
ALELA Al A2 A3 Ad A5 A6 A7 A8 A9 Al0 All
VELIKOST (bp) 176 180 182 184 188 192 194 196 200 202 204
VYSKYT (%) 1,1 43 11 12 3.3 22,8 2.2 23,9 21,7 2,2 54
MARKER D155217
ALELA Al A2 A3 Ad A5 Ab
VELIKOST (bp) 172 180 184 188 192 196
VYSKYT (%) 3,6 2,4 29,8 36,9 21,4 5,9
MARKER D15S526
ALELA Al A2 A3 Ad A5 A6 A7 A8 A9 Al10 All Al2 Al3 Ald Al5
VELIKOST (bp) 233 251 253 257 259 261 263 267 271 273 275 277 279 283 295
VYSKYT (%) 1,2 5,0 1,2 2,5 7.4 37 22,2 16,1 14,8 1.2 11,1 7.4 1,2 2,5 2,5
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9. DISKUZE

Cilem mé diplomové prace bylo ovéfit pouzitelnost publikovanych dinukleotidovych
markerdt pro chromozomy 13, 16, 18, 21, 22 a zjistit, zda budou vhodné pro klinické
pouziti v prenatalni diagnostice v Ceské populaci. U téchto STR markera, pavodné
testovanych na americké populaci, dochazelo ve vétsi miie kK vyskytu tzv. stutterd, které
nebyly odstranény ani naslednou optimalizaci podminek. Vyskyt vyssi urovné stutterd
miiZze byt zpusoben typem repetice, smiSenym profilem nebo jinymi problémy PCR
(vysokym poctem cyklii PCR, vétsim mnozstvim templatové DNA) a elektroforézy. Za
primarni pfi¢inu vysSiho stutteru testovanych STR povazuji délku jednotky repetice.
U tetranukleotidovych repetic se stuttery vyskytuji asi ul5 %, kdezto u di- a
trinukleotidovych repetic je procento vyskytu az 30 % (Butler, 2005). Obecné se procento
stutter snizuje s délkou a nepravidelnosti repetice (pentanukleotidové repetice<tetra
nepravidelné<tetranukleotidové pravidelné<trinukleotidové <dinukleotidové jednotky).
Dinukleotidové STR markery by mohly byt nahrazeny vhodnéjSimi markery
tetra/pentanukleotidové povahy, které jiz byly pouzity v jinych studiich (Adinolfi et al.,
1997; Pertl et al., 1997, Cirigliano et al., 1999; Adinolfi et Cirigliano, 2000; Putzova et al.,
2008), nebo které jsou popsany v STR databazi (http://www.veenuash.info/chromosubspl.asp
nebo http://www.cstl.nist.gov/strbase/). Mezi populacemi mohou byt také rozdily ve
frekvencnim zastoupeni jednotlivych alel.

Dalsim ukolem bylo rozsiiit nové markery na chromozomy 15, 16 a 22 pro prenatalni
diagnostiku QF-PCR. Byly optimalizovany a vybrany 4 informativni markery pro
chromozom 16, 22 a 15. VSechny markery, krom¢ markeru D15S189, byly informativni
Tento marker byl z populaéni studie vyloucen.

Mezi nejvice informativni markery patii D16S752, D22S526 a D16S753 a nejméné
informativni byl marker D22S683. Pii porovnani ceské frekvence s populaci evropskou
jsem dos$la k podobnym vysledkiim: marker D16S752 mél heterozygozitu pro Ceskou
populaci 0,97 (pro evropskou populaci 0,92), marker D22S526 s heterozygozitou 0,91 (pro
evropskou populaci 0,94), marker D16S753 s heterozygozitou 0,90 (pro evropskou
populaci 0,87), marker D22S683 m¢l v nasi populaci heterozygozitu 0.72 (pro evropskou
populaci byl vyskyt tohoto markeru vys$i a dosahoval heterozygozity 0,94). Alelova
frekvence a z ni odvozena heterozygozita (informativita) STR se li$i mezi populacemia

mize ovlivnit vybér markerti pro danou populaci. Z mych vysledk vyplyvé, ze se nase
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popualce vyrazné nelisi od populace evropské, a proto mohou byt v ¢eské populaci pouzity
markery, validované pro evropskou populaci

V posledni dobé byla provedena tada studii, ktera porovnava rychlou metodou QF-
PCR v prenatdlni diagnostice s konven¢nimi cytogenetickymi metodami. Zabyva se
spolehlivosti, pfesnosti, vyhodami a nevyyhodami oproti jinym cytogenetickym metodam.
Velkou klinickou studii v Ceské Republice uskuteénila RNDr. M. Putzova, PhD. (Putzova
et al., 2008), kterd se zabyvala pfitomnosti trizomie chromozomu 21 a déle testovani
béZnych aneuploidii. Velmi rozsahla 9-tiletd studie Vincenza Cirigliana byla aplikovana
na 43 000 fetalnich vzorki. Metoda QF-PCR odhalila 95 % vsech vyznamnych klinickych
chromozomalnich abnormalit pro chromozomy 13, 18, 21, X a Y. I dalsi studie potvrzuji
piesnost, spolehlivost a rychlost metody QF-PCR. Metoda dokaze odhalit kontaminaci
matefskymi buiikami (Stojilkovic-Mikic et al., 2005), mozaicismus a triploidii (Mann et
Ogilvie, 2012), ale neumozni korektni analyzu pro mozaicismus, translokace, malé delece
¢1 duplikace. Tyto studie a komeréni QF-PCR soupravy se zaméfuji na vySetieni
nejCastéjSich aneuploidii (chromozomt 13, 18, 21, X a Y). V mé diplomové praci jsem se
zaméfila na vybér markerti pro méné bézné ancuploidie - trizomie 15, 16 a 22 a zavedla

jsem nové, dosud nepouzivané markery.
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10. ZAVER

QF-PCR nabizi alternativni metodu ke klasickym cytogenetickym analyzam.
Piedstavuje spolehlivou a rychlou metodu k odhaleni nejéastéj$ich chromozomalnich
aberaci bez kultivace fetalnich bunék.

Vybér vhodnych markert je dulezity pro minimalizaci podilu neinformativnich a
nejednoznacnych vysledkt (Putzova et al., 2008) a miize byt rozdilny pro kazdou populaci
(Guzel et al., 2012). Pro kazdy chromozom je tieba pouzit minimalné dva informativni
STR markery. Pouziti markerd s vysokym koeficientem informativity sniZuje
pravdépodobnost homozygozity a tudiz neinformativnich QF-PCR profila (Pertl et al.,
1997).

V diplomové praci jsem zvySila diagnostickou efektivitu tim, ze jsem rozsitila
spektrum informativnich STR markert pro chromozomy 15, 16 a 22, které u nas doposud
nebyly pouzity a zjistila populacni frekvenci jejich heterozygotnich genotypt v nasi
populaci, aby byly do prenatalni diagnostiky zavedeny nové STR markery diagnosticky

nejvhodnéjsi.

65



11. SEZNAM POUZITE LITERATURY

Adinolfi M. et Crolla J. (1994). Nonisotopic in situ hybridization. Clinical cytogenetics and gene mapping
applications. Adv Hum Genet 22: 187-255.

Adinolfi M., Sherlock J., Tutschek B., Haldek A., Delhanty J. et Rodeck C. (1995). Detection of fetal
cells in transcervical samples and prenatal diagnosis if chromosome abnormalities. Prenat Diagn 15: 943-
949.

Adinolfi M., Pertl B. et Sherlock J. (1997). Rapid detection fo aneuploidies by microsateliite and the
quantitative fluorescent polymerase chain reaction. Prenat Diagn 17: 1299-1311.

Adinolfi M., Sherlock J., Cirigliano V. et Pertl B. (2000). Prenatal screening of aneuploidies by
quantitative fluorescent PCR. Community Genet 3: 50-60.

Adinolfi M. et Sherlock J. (2001). Prenatal detection of chromosome disorders by QF-PCR. Lancet 358:
1030-1031.

Alfirevic Z., Sundberg K. et Brigham S. (2003). Amniocentesis and chorionic villous sampling for prenatal
diagnosis. Cochrame Database Sts Rev 3: CD003252

Bacino CA., Schreck R., Fischel-Ghodsian N., Pepkowitz S., Prezant TR. et Graham JM. Jr. (1995).
Clinical and molecular studies in full trisomy 22: further delineation of the phenotype and review of the
literature. J Am Med Genet 56: 359-365.

Barlett JMS. et Stirling D. (2003). Methods in Molecular Biology: PCR Protokols, Second Edition:
Grunenwald, H.: Optimization of Polymerase Chain Reactions 226: 89-99.

Be C., Velasguez P. et Youlton R. (1997). Spontaneous abortion: cytogenetic sudy of 609 cases. Rec Med
Chil 125(3): 317-322.

Benn PA. et Collins R. (1998). Abnormal maternal serum inhibin-A levels in trisomy 16 mosaic pregnanies.
Am J Hum Genet 65: A172.

Bili C., Divane A., Apessos A. et al. (2002). Prenatal diagnosis of common aneuploidies using quantitative
fluorescent PCR. Prenat Diagn 22(5): 360-365.

Bocian E., Jakubéw-Durska K. et Mazurczak T. (2001). Retrospektywna analiza 1043 wynikow
prenatalnych badan cytogenetycznych w kontekscie przydatnosci diagnostycznej FISH interfazowej. Gin Pol

Buckleton J., Triggs CH., Walsh M., S., J. (2005). Forensic DNA Evidence Interpretation, CRC press.

Butler J. M. (2005). Forensic DNA Typing, Biology, Technology, and Genetics of STR Markers. Elsevier
Academic Press.

Carothers AD., Hecht CA. et Hook EB. (1999). International variation in reported livebirth prevalence
rates of Down syndrome, adjusted for maternal age. J Med Genet 36: 386-393.

Canfield MA., Honein MA., Yuskiv N., Xing J., Mai CT., Collins JS., Devine O., Petrini J., Ramadhani
TA., Hobbs CA. et Kirby RS. (2006). National estimates and race/ethnic-specific variation of selected birth
defects in the United States, 1999-2001. Birth Defects Res. A Clin Mol Teratol 76:747—-756.

Cirigliano V., Sherlock J., Conway G., Quilter C., Rodeck Ch. et Adinolfi M. (1999). Rapid detection of
chromosome X and Y aneuploidies by quantitatove fluorescent PCR. Prenat Diag 19: 1099-1103.

Cirigliano V., Lewin P., Szpiro-Tapies S., Fuster C. et Adiolfi M. (2001a). Assessment of new markers fot
the rapid prenatal detection of aneuploidies by quantitative fluorescent PCR (QF-PCR). Ann Hum Genet 65:
421-427.

66



Cirigliano V., Ejarque M., Cafiadas M., Paz Lloveras AP., del Mar Perez M., Fuster C. et Egozcue J.
(2001b). Clinical application of multiplex quantitative fluorescent polymerase chain reaction (QF-PCR) for
the rapid prenatal detection of common chromosome aneuploidies. Mol Hum Reprod 7: 1001-1006.

Cirigliano V., Voglino G., Caihadas MP., Marongiu A., Ejarque M., Ordoiiez E., Plaja A., Massobrio
M., Todros T., Fuster C., Campograde M., Egozcne J. et Adinolfi M. (2004). Rapid prenatal diagnosis of
common chromosome aneuploidies by QF-PCR. Assessment on 18.000 consecutive clinical samples. Mol
Hum Reprod 10: 839-846.

Cirigliano V., Voglino G. et Adinolfi M. (2005). Non invasive screening and rapid QF-PCR assay can
greatly reduce the need of cytogenetic analysis in prenatal diagnosis. Repr Biomed Online 11: 671-673.

Cirigliano V., Voglino G., Marongiu A., Cafiadas P., Ordoiiez E., Lloveras E., Plaja A., Fuster C. et
Adinolfi M. (2006). Rapid prenatal diagnosis by QF-PCR: Evaluation of 30,000 consecutive clinical samples
and future applications. Ann N. Y. Acad Sci; 1075: 288-298.

Corporation, T. P.-E. (1999). AmpFISTR SGM Plus™ PCR Amplifiction Kit — User's Manual.

Crowe CA.,, Schwartz S., Black CJ. et Jaswaney V. (1997). Mosaic Trisomy 22: a case presentation and
literature review of trisomy 22 phenotypes. Am J Med Genet 71: 406-413.

D’Aquila RT., Bechtel LJ., Videler JA., Eron JJ., Gorczyca P. et Kaplan JC. (1991). Maximizing
sensitivity and specificity of PCR by pre-amplification heating. Nucleic Acids Res 19: 3749.

Devis AS., Velinov M., Kamath MV. et al. (1993). Variable clinical expression of mosaic trisomy 16 in the
newborn infant. Am j Med Genet 47: 294-298.

Divane A., Carter NP., Spathas DH., Ferguson-Smith MA. (1994). Rapid prenatal diagnosis of
aneuploidy from uncultured amniotic fluid cells using 5 colour fluorescence in situ hybridization. Prenat
Diagn 14:1061-1069.

Donaghue C., Roberts A., Mann K. et Ogilvie C. M. (2003). Development and target application of a rapid
QF-PCR test for sex chromosome imbalance. Prenat Diagn 23: 201-210.

Down J. L. H. (1866). Observations on an ethnic classification of idiots. Clin. Lect. Rep. London Hosp. 3:
259.

Edwards JH., Harnden DG., Cameron AH., Crosse VM. et Wolff OH. (1960). A new trisomic
syndrome. Lancet 1: 787-790.

Eiben B., Trawicki W., Hammans W., Goebel R. et Epplen JT. (1998). A prospective comparative study
on fluorescence in situ hybridisation (FISH) of uncultured amniocytes and standard karyotype analysis.
Prenat Diagn 18: 901-916.

Ehrich M., Deciu C., Zwiefelhofer T. et al. (2011). Noninvasive detection of fetaltrisomy 21 by sequencing
of DNA in maternal blood: a study in a clonical setting. Am J Obstet Gynecol. 204: 205. el1-11.

Engel E. et Antonarakis SE. (2002). Genomic imprinting and uni-parental disomy in medicine: clincla and
molecular aspects: New York: Wiley-Less.

Erlich HA., Gelfand D. et Sninsky JJ. (1991). Recent advances in the polymerase chain reaction. Science
252: 1643-1651.

Evans MI., Henry GP., Miller WA, Bui TH., Snidjers RJ., Wapner RJ., Miny P., Johnson MP.,
Peakman D., Johnson A., Nicolaides K., Holzgreve W., Ebrahim SA., Babu R. et Jackson L. (1999).
International, collaborative assessment of 146,000 prenatal karyotypes: expected limitations if only
chromosome-specific probes and fluorescent in-situ hybridization are used. Hum Reprod 14(5): 1213-1216.

Evans MI., Henry GP., Miller WA., Bui TH., Snidjers RJ., Wapner RJ., Miny P., Johnson MP.,
Peakman D., Johnson A., Nicolaides K., Holgreve W., Ebrahim SAD., Babu R. et Jackson L. (2000).

67



International, collaborative assessment of 146,000 prenatal karyotypes: expected limitations if only
chromosome-specific probes and fluorescent in-situ hybridization are used. Hum Reprod 14: 1213-1216.

Fantel AD., Shepard T.H. et Valdheim-Roth C. (1980). Embryonic and fetal phenotypes: prevalence and
other associated factors in a large study of sponatenoues abortion. In: Porter, S. H., Hook E. B.: Human
embryonic and fetal death. New York, Acad. Press, 71-87.

Findlay 1., Taylor A., Quirke P., Frazier R. et Urquhart A. (1997). DNA fingerprinting from single cells.
Nature 389: 555-556.

Findlay 1., Toth T., Matthews P., Marton T., Quirke P. et Papp Z. (1998a). Rapid trisomy diagnosis (21,
18 and 13) using flurescent PCR and short tandem repeats: applications for prenatal diagnosis and
preimplantation genetic diagnosis. J Assist Reprod Genet 15: 266-275.

Findlay I., Toth T., Matthews P. et Quirke P. (1998b). Multiple genetic diagoses from single cells using
mulitplex PCR: reliability and allele dropout. Prenat Diagn 18: 1413-1421.

Findlay 1., Toth T., Matthews P. et al. (1998): Rapid determination of trisomy 18 parental origin using
fluorescent PCR and small tandem repeat markers: case reports. Clin Genet; 53: 92-95.

Frances K. Wiseman, Kate A. Alford, Victor LJ. Tybulewicz and Elizabeth MC. Fisher (2009). Down
syndrome-recent progress and future prospects. Human Molecular Genetics, Vol. 18, Review Issue 1. R75-
R83.

Garber A., Carlson D., Schreck R. et al. (1994). Prenatal diagnosis and dysmorphic findings in mosaic
trisomy 16. Prenat Diagn 14: 257-266.

Gersen S. L. et Keagle M. B. (2005). The principles of clinical cytogenetics. Basic laboratory procedures.
New Jersey Humana Press Inc.

Gilbertson NJ., Taylor JW. et Kovar 1Z. (1990). Mosaic trisomy 16 in love newborn infant. Arch Dis
Child 65: 388-389.

Gill P., Sparkes R. et Kimpton C. (1997). Development of guidelines to designate alleles using an STR
mulitplex system. Forensic Science International 89: 185-197.

Godwin W., Linacre A. et Hadi S. (2007). An introduction forensic genetics. Wiley.

Grimshaw GM., Szczepura A., Hultén M., MacDonald F., Nevin NC., Sutton F. et Dhanjal S. (2003).
Evaluation of molecular tests for prenatal diagnosis of chromosome abnormalities. Health Technol asses 7:
1-77.

Guzel Al., Yilmaz MB, Demirhan O, Pazarbasi A, Kocaturk-Sel S, Erkoc MA, Inandiklioglu N,
Ozgunen FT et Sariturt C. (2012). Rapid detection of fetal aneuploidies by quantitative fluorescnet-
polymerase chain reaction for prenatal diagnosis in the Turkish population. Balkan Journal of Medical
Genetics. 15 (1): 11-18.

Hajianpour M. J. (1995). Postnatallyconfirmed trisomy 16 mosaicism: follow-up on a previously reported
patient. Prenat Diagn 15: 877-879.

Hauge X. Y. et Litt M. (1993). A study of the origin of shadow nabds seen when typing dinucleotide repeat
polymorphisms by the Per. Human Molecular Genetics 2: 411-415.

Henegariu O., Heerem N. A., Dlouhy S. R., Vance G. H. et Vogt P. H. (1997). Biotechniques 23: 504 —
511.

Hirschhorn K., Lucas M. et Wallace 1. (1973). Precise identificaion of various chromosomal abnormalities.
Ann Hum Genet 36: 375-379.

Hook FB. (1992). Chromosome abnormalities. In: Brock P. J. H., Rodeck CH., Ferguson-Smith M. A.
(eds). Prenatal diagnosis and screenin. Edingurg: Churcill Livinstone.

68



Hromadnikova I., et Danék M. (2000). Fetalni bunky - zdroj neinvazivni prenatalni diagnostiky.
Postgradualni medicina 4: 428-431.

Hsu L. Y. F, Shapiro LR., Gertner M., Lieber E. et Hirschhorn K. (1971). Trisomy 22: a clinical etnity.
J Pediatr 79: 12-19.

Hsu WT., Shchepin D. A., Mao R. et al (1988). Mosaic trisomy 16 ascertained through amniocentesis:
ecaluation of 11 new cases. Am J Med Genet 80: 473-480.

Hultén MA., Dhanjal S., Pertl B. (2003). Rapid and simple prenatal diagnosis of common chromosome
disorders? Advantages and disadvatages of the molecular methods FISH and QF-PCR. Reproduction 126(3):
279-297.

Chou, Q., Russell, M., Birch, DE., Raymond, J. et Bloch W. (1992). Prevention of pre-PCR mis-priming
and primer dimerization improves low-copy-number amplifications. Nucleic Acids Research 20 (7): 1717 —
1723.

Innis MA., Gelfand DH., Sninsky JJ. et White TJ. (1990). PCR protocols: a guide to methods and
applications. San Diego: Academic Press.

Kenneth H. Roux (2009). Optimization and Troubleshooting in PCR. PCR Primer. A Laboratory Manual,
2nd edition. Cold Spring Harb Protoc, Vol. 4, Issue 4.

Kingston H. M. (2002). ABC of Clinical Gnetics.London: BMJ Books.

Klinger K., Landes G., Shook D., Harvey R., Lopez L., Locke P., Lerner P., Osathanondh R., Leverone
B., Houseal T. et al. (1992). Rapid detection of chromosome aneuploidies in uncultured amniocytes by using
fluorescence in situ hybridization (FISH). Am J Hum Genet 51(1): 55-65.

Kocarek E. (2007). Molekularni biologie. Brno.

Kuo WL., Tenjin H., Segraves R., Pinkel D., Golbus MS. et Gray J. (1991). Detection of aneuploidy
involving chromosome 13, 18 or 21, by fluorescence in situ hybridization (FISH) to interphase and
metaphase amniocytes. Am J Hum Genet 49: 112-119.

Ladonnne J., Gaillard D., Carre-Pigeon F. et Gabriel R. (1996). Fryns syndrome phenotype and trisomy
22. Am J Med Genet 61: 68-70.

Lejeune J., Gautier M. et Turpin R. (1959). Les chromosomes humains en culture de tissus. C. R. Acad
Sci 248: 602-603.

Leung WC., Lau ET., Lao TT. et Tang MH. (2001). Can amnio-polymerase chain reaction alone replace
conventional cytogenetic study for women with positive biochemical screening for fetal Down syndrome?
Obstet Gynecol 101: 856-861.

Leung WC., Lau ET., Lao TT. et Tang MH. (2004). Rapid aneuploidy screening (FISH or QF-PCR): the
changing scene in prenatal diagnosis? Expert Rev Mol Diagn 4: 333-337.

Levett LJ., Liddle S. et Meredith R. (2001). A large-scale evaluation of amnio-PCR for the rapid prenatal
diagnosis of fetal trisomy. Ultrasound Obstet Gynecol 17:115-118.

Lewin P., Kleinfinger P., Bazin A., Mossafa H., Szpiro-Tapia S. (2000). Defining the efficiency of
fluorescence in situ hybridization on uncultered amniocytes on a retrospective cohort of 27407 prenatal
diagnoses. Prenat Diagn 20 (1): 1-6.

Liehr T, Ziegler M. (2005): Rapid prenatal diagnostics in the interphase nucleus: procedure and cut-off
rates. J Histochem Cytochem 53: 289-291.

Lindor NM., Jalal SM., Thibodeau SN., Bonde D., Sauser KL. et Karnes PS. (1993). Mosaic trisomy 16
in a thriving infant: maternal heterodisomy for chromosome 16. Clin Genet 44: 185-189.

69



Lippe BM. et Saenger PH. (2002). Turner syndrome. Pediactric Endocrinology. Saunders, Philadeplhia.

Lo Y. M., Chan K. C. A, Sun H. et al. (2010). Maternal Plasma DNA Sequencing Reveals the Genome-
Wide Genetic and Mutational Profile of the Fetus. Sci Transl Med 61(2):61-91.

Loucky J. et Zemanek M. (2012). Neinvazivnni prenatalni diagnsotika nejcastéjSich chromozomalnich
aneuploidii — od teorie k praxi. Actual Gyn. 4: 99-100.

Macek M., Jobert S., Chudoba D., Novotna D., Krebsova A. et Macek M. Jr. (1998). Rapid prenatal
diagnosis for the most frequent chromosome-induced congenital defects by quantitative fluorescent PCR. Ces
Pediatrie 53: 665-669.

Maniatis, T., Jeffrey, A. et Van deSade H. (1975). Chain lenght determination of small double- and single-
stranded DNA molecules by polyacrylamide gel electrophoresis. Biochemistry 14: 3787 — 3794.

Mann K., Fox SP., Abbs SJ., Yau SCH., Scriven PN., Docherty Z. et Ogilvie CM. (2001). Development
and implementation of a new rapid aneuploidy diagnostic service within the UK national health service and
implications for the future of prenatal diagnosis. Lancet 358(9287): 1057-1061.

Mann K., Donaghue C., Fox SP., Docherty Z. et Ogilvie CM. (2004). Strategies for the rapid prenatal
diagnosis of chromosome aneuploidy. Eur J Hum Genet 12: 907-915.

Mann K. et Ogilvie CM. (2012). OF-PCR: Application, overview and review of the literature. Prenatal
Diagnosis 32(4): 309 — 314.

Mansfield ES. (1993). Diagnosis of Down syndrome and other aneuploidies using quantitative polymerase
chain reaction and small tandem repeat polymorphisms. Hum Mol Genet 2(1): 43-50.

Mardesic T., Nejezchlebova L., Subrt I., Mullr P., Voboril J., Zetova I., Grocholova B. et Mikova M.
(V1996). Chromosomal aberrations in the etiology of abortions after infertility treatment using IVF and ET.
Ceska Gynekol 61(3): 142-143.

Markoulatos P., Siafakas N. et Moncany M. (2002). Journal of Clinical Laboratory Analysis 16: 47 — 51.

Miller C. R., Joyce P. et Waits L. P. (2002). Assesing Allelic Dropout and Genotype Reliability Using
Maximum Likelihood. Genetics 160(1): 357 — 366.

Milunsky A. et Milunsky J. (2011). Genetic Disorders and the Fetus Diagnosis, Prevention and Treatment.
Oxford: Wiley-Blackwell. John Wiley & Sons.

Moretti T., Koons B. et Budowic B. (1998). Enhancement of PCR amplification yield and specificity using
AmpliTaqGold™ DNA polymerase. Biotechniques 25: 716 — 722.

Morris JS., Scott SK. Et Dolan RJ. (1999). Saying it with feeling: neural responses to emotional
vocalisation. Neuoropsychologia 37: 1155-1163.

Muntau A. C. (2009). Pediatrie. Praha: Grada Publishing.

Murthy SK., Malhotra AK., Mani S., Shara ME., Al Rowaished EE., Naveed S., Alkhayat Al. et Alali
MT. (2007). Incidence of Down syndrome in Dubai, UAE. Med Princ Pract 16:25-28.

Nussbaum R. L., Mclness R. R. et Willard F. (2004). Klinicka genetika. Praha: Triton.

Ogilvie CM. (2003). Prenatal diagnosis for chromosome abnormalities: past, present and future. Path Biol
51: 156-160.

Ochshorn Y., Bar-Shira A., Jonish A. et Yaron Y. (2006). Rapid Prenatal Diagnosis of Aneuploidy for
Chromosome 21, 18, 13, and X by Quantitative Fluorescence Polymerase Chain Reaction. Fetal Diagn Ther
21(4): 326-331.

70


http://stm.sciencemag.org/content/2/61/61ra91.abstract
http://stm.sciencemag.org/content/2/61/61ra91.abstract

O'Nuallain S., Flanagan O., Raffat I., Avalos G. et Dineen B. (2007). The prevalence of Down syndrome
in County Galway. Ir Med J 100:329-331.

Patau K., Smith D. W., Therman E., Inhorn S. L. et Wagner HP. (1960). Multiple congenital anomaly
caused by an extra autosome. Lancet i, 790-793.

Pena SDJ. (1998). Mini-review: Molecular Cytogenetics I: PCR-based diagnosis of human trisomies using
computer-assisted laser densitometry. Genet and Mol Biol 21(3): 317-322:

Pertl B., Yau SC., Sherlock J., Davies AF., Mathew CG. et Adinolfi M. (1994). Rapid molecular method
for prenatal detection of Down'’s syndrome. Lancet 343(8907): 1197-1198.

Pertl B., Kopp S., Kroisel PM., Hiusler M., Sherlock J., Winter R. et Adinolfi M. (1997). Quantitative
fluorescent polymerase chain reaction for the rapid prenatal detection if common aneuploidies and fetal sex.
Am J Obstet Gynaecol. 899-906.

Pertl B. et Adinolfi M. (1998). Diagnosis of chromosomal aneuploidies using quantitative fluorescent PCR.
In Lo YMD: Methods in molecular medicine: Clinical application of PCR (16): 287-299.

Pertl B., Kopp S., Kroisel PM., Titui L., Brambati B. et Adinolfi M. (1999a). Rapid detection of
chromosome aneuploidies by quantitative fluorescence PCR: first application on 247 chorionic villus
samples. J Med Genet 36: 300-303.

Pertl B., Pieber D., Lercher-Hartlieb A., Orescovic I., Haeusler M., Winter R., Kroisel P. et Adinolfi
M. (1999b). Rapid prenatal diagnosis of aneuploidy by quantitative PCR on fetal smaples from mothers at
high risk for chromosome disorders. Mol Hum Reprod 5 (12): 1176-1179.

Pertl B., Sekizawa A., Samura O., Orescovic I., Rahaim PT. et Bianchi BW. (2000). Detection of male
and female fetal DN in maternl plasma by multiplex fluorescent polymerase chain reaction amplification of
short tandem repeats. Hum Genet 106: 45-49.

Pletcher BA., Sanz MM., Schlessel JS. et al. (1994). Postnatal confirmation of prenatally diagnosed
trisomy 16 mosaicism in two phenotypically abnormal liveborns. Prenat Diagn 14: 933-940.

Preis K., Ciach K. et Swiatkowska-Freund M. (2004). The risk of complications of diagnostic and
therapeutic cordocentesis. Gin Pol 75(10):765-769.

Pridjian G., Gill WL. et Shapira E. (1995). Goldenhar sequence and mosaic trisomy 22. Am J Med Genet
59: 411-413.

Pritchard DJ. et Korf BR. (2007). Zaklady 1ékaiské genetiky. Praha: Galén.

Putzova M., Pecnova L., Dvoiakova L., Soldatova 1., Goetz P. et Stejskal D. (2008). OmniPlex- a new
QF-PCR assay for prenatal diagnosis of common aneuploidies based on evaluation of the heterozygosity of
short tandem repeat loci un the Czech population. Prenat Diagn 28: 1214-1220.

Roberts E., Ely A., Hulten M et Davison EV. (1999). The impact of FISH/PCR technology on routine
prenatal diagnoss for chromosome abnormality. Cytogenet Cell Genet 85: 57-58.

Robinson WP. et Kalousek DK. (1996). Mosaicism most likely accounts for extended survival trismy 22.
Am J Med Genet 62: 100.

Robinson WP., Bernasconi F., Lau A. et McFadden DE. (1999). Frequency of meiotic trisomy depends on
involved chromosome and mode of entertainment. Am J Med Genet 84: 34.

Roztocil A. kolektiv (2008). Moderni porodnictvi. Praha: Grada..

Sadler T. W. (2011). Langmanova l1ékaiska embryologie. Praha: Grada.

71



Saadi AV., Kushtagi P., Gopinath PM et Satyamoorthy K. (2010). Quantitative Fluorescence Polymerase
Chain Reaction (QF-PCR) for Prenatal Diagnosis of Chromosomal Aneuploidies. Int J Hum Genet 10(1-3):
121-129.

Saiki RK., Gelfand DH., Stoffel S., Scharf SJ., Higuvhi R., Horn GT., Mullis KB. Et Erlich H. A.
(1988). Primer-directed enzymatic amplification of DNA with a thermostable DNA polymerase. Science
239: 487 - 91.

Sambrook J., Fritsch EF. et Maniatis T. (1989). Molecular cloning: a laboratory manual. 3rd ed. Vol. 1, 2,
3. New York: Cold Spring Harbor.

Samura O., Pertl B., Sohda S., Johnson KL., Sekizawa A., Falco VM., Elmes RS. et Biancha BW.
(2000). Female fetal cells in maternal blood: use of DNA polymorphisms to prove origm. Hum Genet 107:
28-32.

Seemanova E. (2002). Geneticka syndromologie. Casopis 1ékaiti Geskych 141: 299-303.

Sherlock J., Cirigliano V., Petrou M., Tutschek B. et Adinolfi M. (1998). Assessment of daignostic
quantitative fluorescent mulitplex polymerase chain reaction assays performed on single cells. Am Hum
Genet 62: 9-23.

Shuber AP., Grondin VJ. et Klinger KW. (1995). Genome Research 5: 488 — 493.

Schlotter C. et Tautz D. (1992). Slippage synthesis of simple sequence DNA. Nucleic Acids Research 20:
211-215.

Schmidt W., Jenderny J., Hecher K. et al. (2000). Detection of aneuploidy in chromosomes X, Y, 13, 18
and 21 by QF-PCR in 662 selected pregnancies at risk. Mol Hum Reprod 6(9): 855-860.

Schoske R., Vallone PM., Ruitberg, CM. et Butler JM. (2003). Analytical Bioanalytical Chemistry 375:
333 -343.

Schutzbank TE. et Stern HJ. (1993). Principles and applications of the polymerase chain reaction. JIFCC 5,
No. 3: 96-104.

SrSeii S. et Srifova K. (2000). Zaklady klinickej genetiky a jej molekuldrna podstata. Osveta.
Stembalska A., Slezak R., Pesz K., Gil J. et Sasiadek MM. (2007). Prenatal diagnosis — principles of
diagnostic procedures and genetic counseling. Folia Histochemica et Cytobiologica 45: 11-16.

Stembalska A., Slezak R. et Sasiadek MM. (2005). Badania prenatalne. Fam Med Prim Care Rev 7: 18-24.

Stojilkovic-Mikic T., Mann K., Docherty Z. et al. (2005). Maternal cell contamination of prenatal samples
assessed by QF-PCR genotyping. Prenat Diagn 25(1): 79-83.

Smarda J., Dodkai J., Ponti¢ek R., RiZi¢kova V. et Koptikova J. (2008). Metody molekularni biologie.
Brno.

Takagi M., et al. (1997). Charakterization of DNA polymerase from Pyrococcus sp. Strain KOD1 and its
application to PCR. Applied and Environmetal Microbiology 63: 4504 — 4510.

Tepperberg J., Pettenati MJ., Rao PN. et al. (2001). Prenatal diagnosis using interphase fluorescence in
situ hybridization (FISH): 2-year multi-center retrospective study and review study and review of the
literature. Prenat Diagn; 21: 293-301.

Toth T., Findley 1., Papp C. et al. (1998). Prenatal detection of trisomy 21 and 18 from amniotic fluid by
quantitative fluorescent polymerase reaction. J Med Genet 35: 126-129.

Tutschek B., Sherlock J., Halder A., Delhanty J., Rodeck C. et Adinolfi M. (1995). Isolation of fetal cells
from transcervical samples by micromanipulation: molecular confirmation of them fetal origin and diagnosis
of fetal aneuploidy. Prenat Diagn 15: 951-960.

72



Tutschek B., Reinhard J., Kogler G., Wernet P. et Niedracher D. (2000). Clonal ulture of fetal cells from
maternal blood. The Lancet 356: 1736-1737.

Valero R., Marfany G., Gil-Benso R, De los Angeles Ibanez M., Lopez-Pajar I, Prieto F, Rulilan G.,
Sarret E. et Gonzaleuz-Duarte R. (1999). Molecular charakterization of partial chromosome 21
aneuploidies by fluorescent PCR. J Med Genet 36: 694-699.

Verma L., Macdonald F., Leedham P. McConachie M., Dhanjal S. et Hultén M. (1998). Rapid and
simple prenatal DNA diagnosis of Down’s syndrome. Lancet 352: 9-12.

Verri A, Cremante A., Clerici F., Destefani V., Radicioni A. (2010). Klinefelter's syndrome and
psychoneurologic function. Mol Hum Reprod 16(6): 425-33.

Visootsak J. et Graham JM Jr. (2006). Klinefelter syndrome and other sex chromosome aneuploidies.
Orphanet J Rare Dis 1: 42.

Voytas D. (2001). Agarose gel electrophoresis. Curr Protocs Mol Biol. Chapter 2: Unit 2.5 A.

Wahab A., Bener A. et Teebi AS. (2006). The incidence patterns of Down syndrome in Qatar. Clin Genet
69: 360-362.

Ward BE., Gersen SL., Carelli MP., McGuire NM., Dackowski WR., Weinstein M., Sandlin C.,
Warren R et Klinger KW. (1993). Rapid prenatal diagnosis of chromosomal aneuploidies by fluorescence
in situ hybridization: Clinical experience with 4,500 specimens. Am J Hum Genet 52(5): 854-865.
Weismanova E., Weismann P., Vizvaryova M., Lehotska, V. KriZanova O., Repiska V. et Kausitz J.
(2002). New approach to human high-risk papillomavirus (HR-HPV) genotyping. Neoplazma 49(4): 247-
223.

White, TJ., Madej, R., Persing, DH. (1992). The polymerasechain reaction: clinical applications. Adv Clin
Chem 29: 161-196.

Whiteman DAH. et Klinger K. (1991). Efficiency of rapid in situ hybridization mezhods for prenatal
diagnosis of chromosome abnormalities causing birth defects. Am J Hum Genet 49: A1279.

Wright C. (2009). Cell-free nucleicacids for non-invasive prenatal diagnosis. Report of the UK Expert
Working Group. CHG Foundation.

Zaslav AL., Fallet S., Brown S., Ebert R., Fleischer A., Valderama E. et Fox JE. (1998). Prenatal
diagnosis of low level trisomy 15 mosaicism: review of literature. Clin Genet 53: 286.

Zima T. (2000). Laboratorni diagnostika. Praha: Galén.

Internetové zdroje:

http://www.pentagen.cz/files/download/devyser/Devyser Compact v3, CS.pdf

http://www.pentagen.cz/files/download/devyser/Devyser Extend, CS.pdf

http://www.aneufast.com/filess ANEUFAST UsersManual%20July%202007%20nm.pdf

http://tools.invitrogen.com/content/sfs/brochures/cms 064677.pdf

http://www.gate2biotech.cz/qfpcr-nova-metoda-prenatalni-diagnostiky/

http://www.imalab.cz/clanek/187-vysetreni-aneuploidii-chromozomu-13-18-21-x-a-y-metodou-gfpcr-tzv-
amniopcr.aspx

http://tools.invitrogen.com/content/sfs/brochures/cms 064677.pdf
73



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Verri%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cremante%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Clerici%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Destefani%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Radicioni%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Visootsak%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Graham%20JM%20Jr%22%5BAuthor%5D
http://www.pentagen.cz/files/download/devyser/Devyser_Compact_v3,_CS.pdf
http://www.pentagen.cz/files/download/devyser/Devyser_Extend,_CS.pdf
http://www.aneufast.com/files/ANEUFASTUsersManual%20July%202007%20nm.pdf
http://tools.invitrogen.com/content/sfs/brochures/cms_064677.pdf
http://www.gate2biotech.cz/qfpcr-nova-metoda-prenatalni-diagnostiky/
http://www.imalab.cz/clanek/187-vysetreni-aneuploidii-chromozomu-13-18-21-x-a-y-metodou-qfpcr-tzv-amniopcr.aspx
http://www.imalab.cz/clanek/187-vysetreni-aneuploidii-chromozomu-13-18-21-x-a-y-metodou-qfpcr-tzv-amniopcr.aspx
http://tools.invitrogen.com/content/sfs/brochures/cms_064677.pdf

http://www.vfn.cz/priloha/510a572e4f0e9/tz-20-let-centra-fetalni-mediciny-15-03-13-rozsireni-ok.pdf

http://www.gate2biotech.cz/vysetreni-fetalni-dna-z-krve-matky-prinasi-nove-moznosti-v-prenatalni-
diagnostice/

http://www.pentagen.cz/en/QF-PCR/Uniparentalni-disomie-15/

Obrazky:

http://www.genscript.com/molecule/M1020-100 bp DNA Ladder original format.html.

http://opvk2011.ptacisvet.cz/?title=popis metod-gelova elektroforeza&lang=cz.

http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html

http://www.cegep-ste-foy.gc.ca/profs/gbourbonnais/pascal/nya/genetiqgue/notesgenet/notesgenet_9.htm.

http://www.e-
laboratoria.pl/media/catalog/product/cache/1/thumbnail/600x600/9df78eab33525d08d6e5fh8d27136e95/f/a/f

alc_termocycler fotol6.jpg

74


http://www.vfn.cz/priloha/510a572e4f0e9/tz-20-let-centra-fetalni-mediciny-15-03-13-rozsireni-ok.pdf
http://www.gate2biotech.cz/vysetreni-fetalni-dna-z-krve-matky-prinasi-nove-moznosti-v-prenatalni-diagnostice/
http://www.gate2biotech.cz/vysetreni-fetalni-dna-z-krve-matky-prinasi-nove-moznosti-v-prenatalni-diagnostice/
http://www.pentagen.cz/en/QF-PCR/Uniparentalni-disomie-15/
http://www.genscript.com/molecule/M102O-100_bp_DNA_Ladder_original_format.html
http://opvk2011.ptacisvet.cz/?title=popis_metod-gelova_elektroforeza&lang=cz
http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html
http://www.cegep-ste-foy.qc.ca/profs/gbourbonnais/pascal/nya/genetique/notesgenet/notesgenet_9.htm
http://www.e-laboratoria.pl/media/catalog/product/cache/1/thumbnail/600x600/9df78eab33525d08d6e5fb8d27136e95/f/a/falc_termocycler_foto16.jpg
http://www.e-laboratoria.pl/media/catalog/product/cache/1/thumbnail/600x600/9df78eab33525d08d6e5fb8d27136e95/f/a/falc_termocycler_foto16.jpg
http://www.e-laboratoria.pl/media/catalog/product/cache/1/thumbnail/600x600/9df78eab33525d08d6e5fb8d27136e95/f/a/falc_termocycler_foto16.jpg

