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1. Uvod

Lidska molekularni genetika byla v minulosti v porovnani s ostatnimi genetickymi
odvétvimi limitovana pfedevsSim nedostate€nym mnozstvim znamych polymorfnich
markerl a nemoznosti experimentélniho kfizeni. V ramci Projektu Lidského Genomu
doSlo k velkému rozvoji metod, které pomohly pfekonat tato omezeni. Jsou to

predevsSim technologie rekombinantni DNA a bioinformatika.

Predpokladem tohoto prilomu v oblasti lidské genetiky byla identifikace velkého
mnoZstvi polymorfnich variant DNA, které se liSi bud v jediném nukleotidu &i v poctu
repetitivnich elementd. Znalost téchto polymorfizm( umozZznila nejen stanoveni detailni
vazebné mapy lidského genomu, ale i zavedeni zcela novych molekularné genetickych

metod analyzy DNA.

Tyto nové metody nachazeji v souCasné dobé dulezité uplatnéni v lékarské
genetice pfi prenatalni, postnatélni ¢i preimplanta¢ni diagnostice nékterych zavaznych
onemocnéni, uréovani pohlavi nebo identifikaci plvodu specifickych genl a nebo
chromozomd. Ve forenzni biologii se vyuzivaji k individualni identifikaci osob, popfipadé
k FeSeni paternitnich spor(. V evoluéni biologii pomahaji feSit otazky tykajici se ptivodu
Clovéka a v populaéni biologii slouzi pfi ur€ovani vztahu mezi populacemi, osvétluji
Zpusoby jejich migrace apod.

V této disertacni praci byla vyuzita specificka tfida vysoce polymorfnich markera,
tzv. kratkych repetitivnich sekvenci (Short Tandem Repeats - "STR lokusy") k prenatalni
i postnatéini diagnostice nejCastéjSich lidskych aneuploidii metodou kvantitativni
fluorescenéni polymerazové fetézové reakce (Quantitative Fluorescent Polymerase
Chain Reaction - "QF-PCR").

STR lokusy jsou pomérné kratké, vysoce variabilni useky DNA, které jsou v
lidském genomu Siroce rozSifené. S pouzitim PCR (Polymerase Chain Reaction) jsou
vyuZzitelné i v pfipadé malého mnozstvi ¢i Castecné degradované DNA. Pfi bé&znych
komparativnich vySetfenich v mediciné je moZné srovnat zastoupeni alel u testovanych
jedinch (napf. rodiCe -dit&), pfi vypoctech pfFibuznosti ¢i pfi individualni identifikaci
jedince je nutné znat frekvence alel ve studovanych lokusech.

NejCastéjSi chromozomalni aneuploidie zahrnuji chromozomy 21, 18, 13 a
pohlavni chromozomy. Tyto chromozomy jsou zodpovédné za vice nez 80 %

chromozomalné podminénych vyvojovych vad. Metoda QF-PCR umoznuje molekularni
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detekci aneuploidii jmenovanych chromozomu. Tato metoda zaroven umoznuje zjisténi
rodi¢ovského plvodu nadbyteéného chromozomu a ur€eni, zda k procesu nondisjunkce

doslo v prvni ¢i druhé meidze, popfipadé v mitoze.

1.1. Typy repetitivnich sekvenci

Lidsky jaderny genom (Strachan a Read 1999) je pouze asi z 1-2 % tvoFen
unikatnimi & nizce repetitivnimi sekvencemi koédujicimi proteiny, transferové a
ribozomalni RNA. DalSich pfiblizné 8 % tvofi introny, regulacni oblasti genu,
mezigenové sekvence, mezerniky, popfipadé genové fragmenty. PFiblizné 90 %
lidského jaderného genomu predstavuje extragenova DNA. Ta je z 70-80 % tvofena
nekodujicimi unikatnimi &i repetitivnimi sekvencemi a z 20-30 % vysoce repetitivnimi
sekvencemi. Tyto vysoce repetitivni sekvence jsou jesté dale rozdélovany na rozptylené
repetitivni sekvence (tvofi 15-20 % jaderného genomu) a tandemové uspofadané
repetitivni sekvence (tvofi 10 % jaderného genomu).

Na zakladé rychlosti reasociace DNA (procesu spojovani komplementarnich
polydeoxyribonukleotidovych fetézcl denaturovaného vzorku DNA, ktery je navozen
pomalou teplotni renaturaci) je repetitivni DNA (v€etné nekodujici repetitivni DNA a
genl a genovych fragmentd nachazejicich se v genomu v mnoha kopiich) rozdélovana
na stredné repetitivni sekvence ( do 100 000 kopii na haploidni genom - vétSinou
tvofi regulacni geny, geny pro tRNA, rRNA a histony, tvofi asi 30 % jaderného genomu)
a vysoce repetitivni sekvence (vice nez 100 000 kopii na haploidni genom - vétSinou
se vyskytuji v oblasti centromer a tvofi tzv. satelitni DNA, kter4 predstavuje asi 10 %
jaderného genomu).

Rozeznavame nasledujici druhy repetitivnich sekvenc  i:

1. rozptylené repetice

SINES (Short Interspersed Elements)
- dlouhé méné nez 500 bazi (bp), napf. Alu-repetice, dlouha asi 300 bp, vyskytuje se v

lidském genomu asi v 20 000 - 50 000 kopiich, tvofi asi 5 % lidského genomu

LINES (Long Interspersed Elements)
- dlouhé vice nez 500 bazi, napf. L1 nebo Kpn elementy, tvofici pfiblizné 1 - 2 %

lidského genomu



2. tandemové repetice
mikrosatelitni DNA (STR - Short Tandem Repeats)

- motiv dlouhy 1 - 6 bazi, nékolik az nékolik stovek opakovani, napf. CA repeats,

tetranukleotidové STR bézné pouzivané v mediciné a kriminalistice

minisatelitni DNA (VNTR - Variable Number of Tandem Repeats)
- motiv dlouhy 10 - 70 bazi, nékolik az nékolik desitek opakovani, napf. Apo B,
MCT118, YNZ22 (VNTR puvodné pouzivané pro kriminalistickou identifikaci)

satelitni DNA
- motiv dlouhy desitky aZ tisice bazi, stovky aZz tisice opakovéani, charakteristicka a

vétSinou rodové ¢i druhové specifickd DNA z okoli centromer

megasatelitni DNA
- motiv dlouhy nékolik tisic bazi az nékolik set tisic bazi, nachézi se na riznych mistech

nékterych chromozomi

1.2. Mapovéani lidského genomu

MysSlenka kompletniho zmapovani lidského genomu byla poprvé vyslovena v
roce 1986 na védeckém sympoziu "Molecular Biology of Homo Sapiens” v americkém
Cold Spring Harbor. V roce 1988, opét na sympoziu v Cold Spring Harbor (USA), byla
vytvofena mezinarodni organizace HUGO (Human Genom Organisation), ktera méla za
ukol koordinaci HGP (Human Gene Project). Na projektu se podilely védecké tymy
mnoha zemi svéta a své vysledky denné zvefejiiovaly na internetu. V roce 1998 byla
Craigem Venterem zaloZena soukroma spole¢nost Celera Genomics (podle latinského
celer - rychly, hbity), ktera si vytkla stejny cil. Projekt byl nasledné rychle a Uspésné
dokon&en. Oba tymy zvefejnily své vysledky sou€asné (Unor 2001), védci pracujici v
ramci HGP v odborném Casopise Nature, pracovnici z Celera Genomics v Casopise
Science.

Sekvence lidského genomu obou tymU jsou témér shodné a pfindsSeji mnoha
pfekvapeni. Geneticka vybava Clovéka obsahuje dle obou tymu méné nez 35 tisic genu
oproti plvodné predpokladanym 60 - 100 tisicim. DNA dvou lidi, a to i pfisluSniku

rlznych ras, se shoduje v 99,9 %. DNA kédujici proteiny tvofi podle nejnoveéjSich
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informaci pouze 1,1 -1,4 % DNA pfitomné v burice a tyto kddujici sekvence tvofi pouze
5 % z celkovych 28 % sekvenci prepisovanych do RNA (Baltimore 2001). V DNA muZzu
vznika az dvojnasobek mutaci v porovnani s DNA Zen. Asi 220 genu, které ¢lovék sdili
s bakteriemi, nemaji nizsi organismy jako jsou kvasinky, musSka octomilka apod. Zatim

neni jisté, zda lidé "prevzali" tyto geny od bakterii ¢i bakterie od lidi.

1.3. Polymorfizmus DNA

Znak s nejméné dvéma geneticky podminénymi variantami, které se liSi
fenotypovym projevem, nazyvame genetickym polymorfizmem. Vzhledem ke struktufe
lidského genomu se vétSina variaci DNA nachazi v nekddujicich oblastech a ve
fenotypu se neprojevi. V tomto pfipadé hovofime o polymorfizmu DNA, kde se
nukleotidové sekvence liSi nejen mezi dvéma jedinci, ale i na otcovském a matefském
chromozomu jednoho jedince. Polymorfni alela je takova, ktera ma v populaci frekvenci
vySSi nez 1 % a nizSi nez 99 %. Tato hranice byla stanovena arbitrarné. Analyzou
polymorfnich lokust ziskame cenné informace o pohlavi, dédiénych chorobach,
pfibuzenskych vztazich apod.

DNA markery, rozliSujici jedince mezi sebou, jsou znamé od roku 1980 (Orkin
1986), kdy byl objeven polymorfizmus délky restrikénich fragmentd - RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) na chromozomu 14. Enzym restrik&ni endonukleaza
(kazda restrikéni endonukledza rozpoznéva své specifické restrikéni misto, tedy urcitou
sekvenci nukleotidd) prerusi na prislusSném misté obé viakna DNA. PFi Stépeni vznikaji
fragmenty r(iznych délek, u lidské DNA podle typu restriktazy 10° - 10’ fragmentd o
délce nékolik part bazi az tisici paru bazi. Pokud mutace nastala pravé v cilovém
misté pfislusné restrikéni endonukleazy, k rozStépeni DNA nedojde a fragment bude
delSi nez pavodni formy lokusu. Jedn& se zde o tzv. bodovy polymorfizmus (zalezi na
sekvenci restrikéniho mista).

VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) polymorfizmus byl popsan v roce
1985 (Jeffreys et al. 1985, Gill et al. 1985). Délka fragmentu DNA (tedy pfitomné alela)
nezalezi na pfitomnosti ¢i nepfitomnosti restrikéniho mista, ale na poctu za sebou se
opakujicich zakladnich motiva, které jsou dlouhé 15 - 70 bazi (mnohonasobné po sobé
se opakujici sekvence nukleotidu).

STR (Short Tandem Repeats) polymorfizmus (Jeffreys et al. 1985) je zpusoben
rozdilnym poctem opakovani mononukleotidovych az hexanukleotidovych sekvenci. V



molekularni diagnostice jsou vyuzivany predevsim polymorfismy s délkou motivu 2 - 4

paru bazi.
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Obr. 1: Schéma znazorfiujici rozdilné typy polymorfnich DNA markert. Svislé Sipky
znaci restrikéni misto dané restriktazy, horizontalni Sipky znaéi primery ohranicujici
repetitivni sekvenci.

(pfevzato http://www.promega.com/pnotes/58/5189¢/5189c.html#f1)

Délka RFLP marker je zavisld na pfitomnosti ¢i nepfitomnosti cilového mista pro
prislusnou restrikéni endonukleazu. VNTR a STR markery obsahuji opakujici se
sekvence, jejichz zakladni opakujici se motiv je dlouhy nejCastéji 15 - 70 bazi (VNTR) a
2 - 4 baze (STR).

1.4. STR lokusy

Tandemové repetitivni sekvence jsou v lidském genomu Siroce rozSifené a
vykazuji v populaci vysokou variabilitu. Podskupinou tandemovych repetic jsou
mikrosatelity - STR (Short Tandem Repeats), jejichz zakladni opakujici se sekvence
sestava z jednoho az Sesti nukleotidl. Podle poctu bazi, které tvofi opakujici se motiv,
jsou  nazyvany  mononukleotidy, dinukleotidy, trinukleotidy, tetranukleotidy,
pentanukleotidy a hexanukleotidy. STR lokusy jsou v genomu rozptyleny v mnoha

kopiich a jsou lokalizovany jak v genech, tak mimo né.
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Mononukleotidové repetice, pfevadzné sekvence tvofené adeninem (A) a tyminem
(T), jsou velmi bézné a tvofi spole¢né priblizné 0,3 % jaderného genomu. Naproti tomu
sekvence tvofené guaninem (G) a cytozinem (C) jsou méné Casté.

Dinukleotidové repetice tvofené opakovanim CA (TG na komplementarnim
vlakné) jsou velmi Casté a tvofi 0,5 % genomu. CT/AG opakovani jsou také pomérné
Casté, vyskytuji se pfiblizné kazdych 50 kb a tvofi 0,2 % genomu. CG/GC opakovani se
vyskytuji velmi vzacné. Je to proto, Ze reaktivni skupiny C jsou cilem methylace a
nasledné deaminace a tim se vytvofi TG/CA opakovani.

Pocet objevenych trinukleotidovych, tetranukleotidovych, pentanukleotidovych a
hexanukleotidovych repetic rychle stoupéa. Jejich funkce v genomu vS8ak neni dosud
znadma. V nékterych genech byly objeveny pomérné dlouhé sekvence specifickych
trinukleotidll, a to jak v intronech, tak v jejich kdédujicich sekvencich. V nékterych
pfipadech muzZe dojit k jejich expanzi, coZz m& za nasledek ztratu funkce takto
postizeného genu. Takovy mechanizmus vzniku onemocnéni byl zjistén napfiklad u
Huntingtonovy chorey, syndromu fragilniho X chromozomu, spinocerebelarni ataxie,
myotonické dystrofie €i Friedreichovy ataxie.

Di-, tri-, tetra- a pentanukleotidové STR lokusy jsou vysoce polymorfni. OdliSny
pocet tandemové se opakujiciho zakladniho sekvenéniho motivu ma za néasledek
odliSnou délku jednotlivych alel. Tato vysoka variabilita je zpusobena sklouznutim DNA
polymerazy béhem procesu replikace, ktera vede k vytvofeni delSi ¢i kratSi STR
sekvence. Tento proces vedl k vytvoreni velkého mnozstvi rizné dlouhych alel. Tato
vlastnost se nazyva délkovy polymorfismus STR alel. Vysoké procento polymorfizmu
znamena, Zze nadhodné vybrana osoba bude s velkou pravdépodobnosti heterozygotni
pro sledovany STR, tzn. ponese dvé alely s rlznym pocétem opakovani. Pocet
opakovani zUustava béhem Zzivota stabilni. Tyto vlastnosti spolu s moznosti automatizace
analyzy dinukleotidovych, trinukleotidovych a tetranukleotidovych STR polymorfizm( z
nich ucinilo spolehlivy nastroj molekularné genetické analyzy (Strachan a Read 1999).
Vyuziti je mozné nejen v nepfimé molekularné genetické diagnostice pfi sledovani
kosegregace neznamé mutace s danou STR alelou v rodinach probandu, ale také

umozniuje pfimou molekularné genetickou diagnostiku deleci a duplikaci.

Ze znamych STR lokusl jsou v praxi preferované tzv. tetranukleotidové
repetice, kde je opakujici se motiv tvofen Ctyfmi pary bazi. Amplifikace

tetranukleotidovych repetic je spolehliva a vznika pfi ni pomérné malo tzv. "stutter"



fragmentd (fragmenty o Ctyfi baze kratSi, vznikajici chybou DNA polymerazy) (Strachan
a Read 1999), které by mohly byt mylné povazovany za alelu. Pouzivani
dinukleotidovych repetic (napf. CA repetice), kde "stutterd" vznika hodné, maze byt z
tohoto ddvodu problematické. Casto je proto velmi t&zké rozlisit, zda se jedna o alelu,
nebo "stutter". Repetic obsahujicich tfi, pét a Sest nukleotidd neni v genomu zatim
mnoho zndmo, ale také se v nékterych pfipadech pouZivaji. Kombinaci nékolika
tetranukleotidovych lokust dosahneme vysokého stupné diskriminace mezi jednotlivci.
Mezi dullezité pozitivni vlastnosti STR polymorfizm0 patfi pravidelna repetitivni
sekvence a pomérné mala velikost alel, proto Ize rozliSit i fragmenty, které se liSi pouze
o jediny nukleotid. Pfi pouZziti PCR reakce je mozna analyza STR lokusl z velmi malého
mnoZstvi i degradované DNA.

V lidském genomu bylo nalezeno a popsano tisice STR lokusl. Stovky z nich
byly nebo jsou testovany pro vyuZziti v mediciné. STR lokusy se nachazeji na v3ech

chromozomech.

1.4.1. Nazvoslovi alel STR lokus U

Nazvoslovi alel STR lokusu bylo sestaveno nomenklaturni komisi HUGO. Nazvy
gend a pseudogenu jsou tvofeny dvéma az Sesti znaky. P na konci ndzvu oznacuje
pseudogen. DNA sekvence jsou oznaCovany D (= DNA), nasleduje 1 - 22, X nebo Y
oznacujici chromozom, na kteréem se tento STR lokus nachazi. Poté nasleduje S - pro
unikatni sekvenci (napf. DYS29, D21S1411), Z pro chromozomalné specifickou
repetitivni DNA rodinu, popfipadé F pro multilokusovou DNA rodinu. Nasleduje
pofadové Ccislo sekvence. Pismeno E nasledujici po pofadovém ¢isle znadi, Ze

sekvence je exprimovana (napf. D3S2550E)(Strachan a Read, 1999).

1.5. Detekce a analyza fragment g DNA

PFi analyze polymorfnich Usekd DNA je v dneSni dobé velice hojné vyuzivana
polymerazova fetézova reakce - PCR. Pfi PCR je in vitro mnohonasobné namnozen
vybrany Usek DNA, ziskané fragmenty DNA jsou poté elektroforeticky rozdéleny a
nasledné detekovany. Specifita reakce je zajiSténa vyb&rem primerl, coz jsou unikatni
oligonukleotidové sekvence ohrani€ujici misto, které chceme namnozit. Zavedeni PCR

umozniuje analyzu i velmi malého mnozstvi i Castecné degradované DNA.
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Analyza fragment @ DNA muZe byt provedena nékolika zpusoby.

1. NamnozZime-li Usek, ve kterém se vyskytuje STR ¢€i VNTR oblast (rozdilny pocet
opakovani zakladniho motivu), dostaneme jeden, nebo dva produkty podle toho, zda
je jedinec v analyzovaném lokusu homozygotni, nebo heterozygotni. Naslednou
elektroforézou a srovnanim pozice fragmentu s pozici velikostniho markeru zjistime
délku analyzovaného fragmentu. Tento postup se vyuziva pfi zjiStovani, zda
jednotlivé vzorky pochazeji ze stejného jedince, pfi ur€ovani pohlavi, paternity nebo
pfi identifikaci jedince. V pfipadech (napf. identifikace jedince), kdy je nutné zjistit,
které konkrétni alely jsou ve vzorku pfitomny, je mozné pouzit komercni kity (napf.
PowerPlex16 (Promega, USA), se kterymi jsou dodavany alelové Zebficky, které
umozniuji pfesnou identifikaci pfitomnych alel.

2. OhraniCuji-li primery pouze sekvencné variabilni misto a PCR produkty jsou tedy u
vSech alel stejné dlouhé, nelze produkty odliSit béZznou elektroforézou. Alely v tomto
pfipadé rozliSime reverzni dot-blot (bodovou) hybridizaci. PCR produkty
hybridizujeme k membrané, na které jsou navazany oligonukleotidové sondy
specifické pro jednotlivé alely. Podle toho, na kterou sondu se produkt navaze,
pozname, o kterou alelu se jednad. Metoda se pouziva napf. pfi ur€ovani HLA
antigena.

3. Pokud vybrané primery ohrani€uji polymorfni restrikéni misto (RFLP), je mozné PCR
produkty pfislusnou restrikéni endonukleazou Stépit a elektroforézou zjistit, zda ke
Stépeni doslo. Tento postup se vyuZziva napfiklad pfi urovani krevnich skupin ¢i
dédi¢nych chorob.

v i s

sekvenovanim (pfesnym uréenim sekvence nukleotidd vybraného Useku DNA).

DalSi moznosti detekce velikosti restrikénich fragmentd (RFLP) je hybridizace
téchto fragmentd se znacenou sondou (znamy a obvykle synteticky oligonukleotidovy
usek DNA). Rozstépené fragmenty DNA se nejprve rozdéli elektroforézou podle
velikosti a takto rozdélené se pFenesou a zakotvi na membranu (tzv. "blotting").
Znacena sonda hybridizuje k mistim na DNA, které maji k této sondé komplementarni

sekvenci. DalSi moznosti je kombinace metody RFLP s PCR.



1.6. Chromozomalni aberace

Chromozomalni aberace mohou byt numerické nebo strukturalni. Mohou
postihnout jeden nebo vice autozomu, pohlavni chromozomy nebo obé skupiny
soucCasné. Konkrétni abnormalita mize byt pfitomna ve vSech bunkach téla, nebo se
muze vyskytnout vice bunéénych linii. Stav, pfi kterém se kromé& normalni bunécné linie
vyskytuje vice abnormalnich linii se nazyva mozaicizmus .

Pocet chromozom je typicky pro kazdy druh (u ¢lovéka je to 2n = 46, resp. n =
23). Kazdy pocet, ktery je nasobkem haploidniho poctu, se nazyva euploidni . U
Clovéka je kromé& normalni diploidie (2n) znama triploidie (3n) i tetraploidie (4n), ale
jen velice malo triploidnich plodi se narodilo Zivych a tetraploidie byly zjiStény jen u
plodd potracenych v ¢asné fazi téhotenstvi. Takové sady chromozomd, které jsou celym
nasobkem haploidniho souboru, se nazyvaji polyploidni . Polyploidie muze vzniknout
nékolika mechanizmy. Triploidie vznika selhanim jednoho meiotického déleni ve vajicku
nebo ve spermii. Tetraploidni buriky obsahuji vzdy gonozomovy komplement XXXX
nebo XXYY. To vede k pfedpokladu, Ze tetraploidie vznikd neschopnosti dokongit prvni
déleni ryhujici se zygoty.

Takovy pocet chromozomd, ktery neni celym nasobkem n, je aneuploidni .
Nékteré typy aneuploidie se oznaduji jako trizomie (pocet chromozomu je 2n + 1,
pficemzZ se jeden z chromozomu vyskytuje tfikrat - napf. Downuav syndrom), nékteré se
oznacuji jako monozomie (pocet chromozomd je 2n - 1, pficemz jeden z chromozomu
se vyskytuje pouze jedenkrat) a dalSi se oznacuji jako dvojnasobné trizomie (pocet
chromozoml je 2n + 1 + 1, pfiemz se v nadbyte¢né kopii vyskytuji dva rizné
chromozomy). Poget chromozomd, ktery se liSi od typického poctu n nebo 2n, se
oznacuje jako heteroploidni bez ohledu na to, zda je euploidni nebo aneuploidni.

DalSim typem chromozomalnich aberaci jsou strukturalni aberace
chromozom 0. Strukturni prestavby jsou nasledkem zlom chromozomu, po kterych
dochazi k novotvorbé abnormalnich kombinaci chromozomalnich fragmentu.
Chromozomalni zlomy se v nizké frekvenci vyskytuji i za fyziologickych podminek, daji
se vSak také vyvolat Sirokou Skalou mutagent (breaking agents), jako je napriklad
ionizujici zafeni, nékteré virové infekce a mnohé chemikalie (chemomutageny). Zmény,
které vzniknou vlivem zlomd chromozomd, mohou byt stabilni (to znamena, Ze jsou
schopné bez poSkozeni absolvovat bunécéné déleni, nebot obsahuji centromeru), nebo

jsou nestabilni. Mezi stabilni typy aberaci patfi delece, duplikace, inverze, translokace,
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inzerce a izochromozomy. Nestabilni typy, které nejsou schopné piekonat normalni

bunééné déleni, jsou zejména acentrické fragmenty .

1.6.1. Vznik aneuploidii

Aneuploidie vznikaji nondisjunkci v prabéhu buné&ného déleni (viz. obr. 2).
Nondisjunkce znamena nerozpojeni - pary chromozomu nebo sesterskych chromatid se
nejsou schopny oddélit. To vede k nerovnomérnému rozdéleni paru chromozomu do
dcefinnych bunék. Nondisjunkce mize nastat v prvnim meiotickém déleni, druhém
meiotickém déleni, nebo v mitéze. Nasledky jsou odliSné. Pokud nondisjunkce nastane
v prvnim meiotickém déleni, gameta, ktera obsahuje nadbytecny chromozom, obsahuje
v paru s timto nadbyte€nym chromozomem i jeden chromozom otcovského a jeden
chromozom matefského plavodu. Pokud v3ak nondisjunkce postihne dvé chromatidy
jednoho chromozomu v prabéhu druhého meiotického déleni, gameta sn + 1
chromozomy bude obsahovat chromozom otcovského nebo matefského puvodu v
dvojnasobném mnozstvi (v tomto zjednoduSeném vykladu byl pominut vliv crossing-
overu). K nondisjunkci maze dojit v obou po sobé nasledujicich meiotickych délenich.
Takovéto aberace byly vSak zatim popsany pouze zfidka, vyjimkou jsou polyzomie X
chromozomu. Polyzomie muaze vzniknout i mitotickou nondisjunkci predevsim
v nékterych liniich malignich bunék popfipadé v bunéénych kulturach. Dvojnasobna

aneuploidie (napf. trizomie dvou riznych chromozomu soucasné) neni vyjimkou.
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Mechanismus vzniku aneuploidie
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Obr. 2: Mechanizmus vzniku aneuploidie v pribéhu meiotického déleni. Po
nondisjunkci v prvnim meiotickém déleni vznikaji gamety, které maji bud oba
chromozomy paru, nebo ani jeden. Po nondisjunkci v druhém meiotickém déleni
vznikaji gamety, které obsahuji bud’ dva identické chromozomy, pochazejici z jediného

¢lena homologického paru, nebo neobsahuji ani jeden chromozom.

K nondisjunkci muze dojit i po vytvoreni zygoty, tedy v mitdze. V tomto pfipadé
jsou predmétem nondisjunkce chromatidy jednoho chromozomu podobné jako pfi
druhém meiotickém déleni. Pokud k chybé dojde v €asné fazi ryhovani zygoty, vzniknou
dveé linie bunék - trizomicka a monozomicka. Trizomicka linie vétSinou pretrva, zatimco
monozomicka obvykle zanikne. Chromozom X je i v tomto pfipadé vyjimkou. Bunééna
linie s jednim chromozomem X je Zivotaschopna. Mitotick&d nondisjunkce maze byt také
dalezitym mechanizmem stojicim na pocatku nékterych forem nadorové transformace.
Fenotypicky projev ur€itych typl aberaci nezavisi pouze na detnosti bunék s
patologickym nalezem, ale také na tom, zda byla aberace predana na matefském ci

otcovském chromozomu, na mechanizmu takzvaného genomického imprintingu ¢i na
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tom, zda urCitd aberace neni duasledkem zdédéni obou homolognich chromozomu
pouze od jednoho z rodi€l - tzv. uniparentalni dizomie. Uniparentélni dizomie muze byt
priCinou vrozenych vyvojovych vad plodu &i ditéte s normalnim chromozomalnim

nalezem.

1.6.2. Pfehled nej €astéjSich aneuploidii

Aneuploidie jsou jednou z vyznamnych pfi¢in vrozenych vyvojovych vad a
amrtnosti plodd béhem prenatalniho obdobi. Vyskytuji se pfiblizné u 8 % vSech
zarodkl. VétSina takovych zarodkl je vSak béhem té&hotenstvi spontdnné potracena.
Aneuploidie se proto nachazeji pfiblizné u poloviny potracenych plodu, ale "pouze" u
0,7 % zivé narozenych déti. Trizomie chromozomu 21, 18 a 13 a aneuploidie
chromozomud X a Y jsou zodpoveédné za 95 % chromozomalné podminénych vrozenych

vyvojovych vad plodu (Hassold a Jacobs 1984, Thomson et al. 1991).

1.6.2.1. NetastjSi aneuploidie autozoni

1.6.2.1.1. Down av syndrom

Downuv syndrom (47,+21) je nejcastéjSi a nejznaméjSi chromozomalni aberaci.
Poprvé jej popsal Langdon Down v roce 1866 (pfevzato z Thompson a Thompsonova
1988). Jeho priCina vSak zlstala utajena jesté dalSich sto let. V roce 1932 upozornil
Waardenburg, Ze by tento nalez mohl byt zpisoben chromozomalni anomalii. AZ v roce
1959 se toto podezieni potvrdilo (Lejeune et al. 1959). Ve svétoveé literatufe se uvadi
incidence pfiblizné 1 pfipad na 700 Zivé narozenych déti (Hassold a Jacobs 1984;
Cuckle a Wald 1990). Mezi nejdulezitéjSi fenotypové znaky patfi psychomotorické
retardace, mongoloidni vzhled, velky jazyk, kratké a Siroké ruce, zvySené riziko vzniku
leukémie. Casty je u té&chto déti vyskyt vrozenych vyvojovych vad srdce & atrézie
stfeva. Délka Zivota pacientl byva obvykle zkracena.

Vice nez 95 % pfipadi Downova syndromu je zpusobeno volnou trizomii
chromozomu 21 (Giraud a Mattei 1975) vzniklou nondisjunkci béhem meiotického
déleni. Jen asi 5 % pfipadl je zpusobeno translokacemi ¢&i nondisjunkci béhem

mitotického déleni v somatickych burkach, kterd vede k mozaikovym formam Downova
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syndromu (Antonarakis et al. 1993). U mozaikovych forem trizomie dochazi k zmenseni
vyskytu a sniZzeni zavaznosti jednotlivych fenotypovych projevad v zavislosti na
procentualnim zastoupeni trizomickych bunék v jednotlivych tkanich.

Byly téZ popsany parcialni trizomie chromozomu 21. Tyto pfipady upozornily na
to, kterd &ast chromozomu je v prevazné mife zodpovédna za fenotypové projevy
Downova syndromu. Jedna se o pruh 21g22.3 v distalni ¢asti dlouhého raménka
(Reeves et al. 2001).

1.6.2.1.2. Patau av syndrom

Pataulv syndrom (47,+13) jako prvni diagnostikoval Patau v roce 1960.
Vzhledem Kk tomu, Ze se tfi pary chromozomu ze skupiny D nedaly dfive spolehlivé
odlisit, je ve starsi literatufe tento syndrom popisovan jako trizomie D1. Vyskytuje se v
Cetnosti pfiblizné 1 pfipad na 4 000 az 10 000 zivé narozenych déti. O néco Castéji
postihuje dévcata. Pacienti maji vyrazné zkracenu délku Zivota - az 86 % umira do
konce 1. roku Zivota. Tretina téchto déti se rodi pred€asné. V klinickém obraze jsou
nejnapadnéjSi mnohocCetné anomalie na obli¢eji a koncetinach. Psychicky a somaticky
vyvoj je velmi retardovan. Cytogenetickym podkladem uvedenych klinickych projevl je v
priblizné 75 % pfipadd volna trizomie chromozomu 13. Jeji vyskyt podobné jako u
trizomii chromozom( 21 a 18 souvisi s vy$Sim vékem matky. Asi 20 % pripadd je
zpusobenych translokaci (nej¢astéjSi je nevyvazena robertsonska translokace 13q/Dq),
coz je CastéjSi nez u Downova syndromu. Nebezpeci narozeni analogicky postizeného
ditéte z dalSi gravidity je vSak pomérné malé, a to i v pfipadé, Ze je jeden z rodicu
pfenaSeCem translokace. Dale maze byt tento syndrom zpisoben mozaikou normalnich
a 13-trizomickych bunék (v 5 % pfipadl)(Thomson et al. 1991).

1.6.2.1.3. Edwards v syndrom

Edwardslv syndrom (47,+18) popsal jako prvni Edwards v roce 1960. Ve starsi
literatufe je ¢asto oznacovan jako trizomie E. Vyskyt této anomalie je pfiblizné 1 na 7
500 Zivé narozenych déti. Zenské pohlavi je postizeno &tyfikrat Gastgji, coz je
pravdépodobné zpusobeno ¢&astéjSim odumfenim plodd muzského pohlavi béhem

prenatalniho vyvoje. Az 95 % plodd s Edwardsovym syndromem je béhem téhotenstvi
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spontanné potraceno. Délka Zivota pacientl je vyrazné zkracena. VétSina téchto déti
umira pfed dokonCenim Sestého mésice Zivota. Charakteristicka je tézka
psychomotorickd retardace a mnohocetné vrozené vyvojové vady. Cytogenetickym
podkladem je trizomie chromozomu 18, ktera se nej¢astéji vyskytuje jako volna, méné
¢asto v mozaice (asi v 10 % pripadu), popfipadé jako translokaéni formy. U

mozaikovych forem maji pacienti mirnéjsi klinické pfiznaky a déle pfezivaji (Thomson et
al. 1991).

1.6.2.2. NetastjSi aneuploidie pohlavnich chromozoni

V porovnani s autozomalnimi aberacemi jsou anomalie gonozém( podstatné
pohlavnich organu a s tim spojené poruchy reprodukce. Obecné plati, Ze ¢im vice je
nadpocCetnych X, tim vyraznéjSi je mentalni retardace u postizenych jedincu.
Nej¢astéjSimi gonozomalnimi aberacemi je Turnerlv syndrom (monozomie
chromozomu X), Klinefelterv syndrom (47,XXY), trizomie chromozomu X a XYY-

syndrom.
1.6.2.2.1. Turner av syndrom

TurnerGv syndrom je zpdsoben monozomii chromozomu X (45,X). Cetnost
vyskytu této gonozomdalni aberace je pfiblizné 1 pfipad na 2 500 Zivé narozenych
dévcat. Pacientky s kompletnim Turnerovym syndromem maji Zensky fenotyp. Pomérné
Casta byva sterilita a v nékterych pfipadech se muze vyskytnout porucha intelektu. |
pfes to, Ze je tato chromozomalni aberace sluditelna se Zivotem, dochazi ke
spontannimu potraceni vysokého procenta (v literatufe je uvadéno az 95%) ploda s
karyotypem 45,X. Pfi kompletnim Turnerové syndromu je cytogeneticky zjiSténa
absence X-chromatinu a analyza chromozomu odhali monozomii X. PFitomny
chromozom X je v 80 % pfipadd matefského pavodu, z &ehoZz vyplyva, ze k
nondisjunkci v meiéze dochazi prevazné u otce. PFi nalezu fenotypu typického pro
Turnerdv syndrom a negativnim nélezu X-chromatinu muZze jit o gonozomové mozaiky.
Asi jedna pétina pacientek s Turnerovym syndromem ma pozitivni nalez X-chromatinu.

v,

zmirnuji fenotypové projevy Turnerova syndromu. V pfipadé, Ze normalni linii bunék
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predstavuji buriky s gonozomovym komplementem predstavujicim muzsky karyotyp
(46,XY), nebo jeho aberace (47,XXY; 47,XYY), pfipadné jejich kombinace, dochazi opét
ke zmirnéni projevl Turnerova syndromu, ale je mozné soucasné pozorovat razny
stupen virilizace. Oba tyto jevy (zmirnéni, virilizace) opét zavisi na procentualnim
zastoupeni zmifiovanych typu bunék. Vyskyt mozaikovych forem a jinych
gonozomalnich aberaci kromé klasického karyotypu 45,X se odhaduje na téméf 50 %
(Thomson et al. 1991).

1.6.2.2.2. Klinefelter dv syndrom

KlinefelterGv syndrom (47,XXY) je relativné Castda gonozomalni aberace u
muzského pohlavi. Jeji vyskyt je pfiblizné 1 pfipad na 1 000 narozenych chlapcu.
Typicky se vyskytuje habitus muzského typu. Pacienti jsou eunuchoidni, vysSiho
vzrustu, pfevazné neplodni v dasledku hypoplazie varlat. 1Q kolisa v Sirokém rozpéti.
VySetfeni X-chromatinu odhali u pacientd s Klinefelterovym syndromem jeho
pritomnost. Skute¢ny stav je odhalen az chromozomalnim vySetfenim. V karyotypu je
nejCastéji (az v 80 % pfipadu) zjistén gonozomalni komplement XXY. Nadbytecny
chromozom X pochéazi ve vétSiné pfipadd od matky. VétSina téchto nadbytecnych
chromozom@ matefského puvodu je diasledkem poruchy v 1. meiotickém déleni. Jeji
vyskyt zavisi pfimo umérné na véku matky. Stejné jako u Turnerova syndromu existuje i
u Klinefelterova syndromu velkd fada atypickych forem tohoto onemocnéni. Z
cytogenetického hlediska jde o polyzémii chromozomu X a Y a rozli€né druhy mozaik, z
kterych je nejCastéjSi typ 46,XY/47,XXY. Se stoupajicim poétem X chromozomu se
zhorSuje mentalni postizeni pacienta. Mozaikové formy tvofi okolo 20 % vSech pripadu

Klinefelterova syndromu (Thomson et al. 1991).

1.6.2.2.3 Trizomie chromozomu X (Supefemale syndrom )

Vyskyt trizomie chromozomu X (47,XXX) se odhaduje na 1 pfipad na 1 000 Zivé
narozenych dévc€at. Fenotypickym pfiznakem muze byt mentalni retardace, vysSi

vzrist, popfipadé poruchy fertilizace. Cytogenetickym podkladem je trizomie
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chromozomu X (47,XXX), ktera se maze vyskytovat i v mozaice a pfitomnost dvou X-
chromatinovych télisek. Vyskyt trizomie X u plodu se zvySuje s vékem matky.

1.6.2.2.4. XYY-Syndrom (Supermale syndrom)

Vyskyt XYY-Syndromu (47,XYY) je odhadovan na jeden pfipad na 1 000 Zivé
narozenych chlapcli. Pacienti jsou obvykle vy3si postavy. Casty je jejich sklon k
agresivité (SrSen a Srsnova 1995). Cytogenetickym podkladem je gonozomalni trizomie
47,XYY s nalezem dvou Y chromozomu. Kromé klasické formy byly zjiStény i rizné typy

mozaik.

1.6.3. Puvod nadbyte éného chromozomu a mechanizmy vzniku Downova
syndromu

UrCeni rodiCovského a meiotického puvodu nadbyte¢ného chromozomu u
pacientd s Downovym syndromem, zpusobenym volnou formou trizomie chromozomu
21, napoméhéa k pochopeni mechanizmu nondisjunkce v meiéze a k objasnéni vlivu
rizikovych faktoru. Sleduje se, jaka ¢ast déti dostala nadbyteény chromozom od matky a
jaka €ast od otce a zda k nondisjunkci doSlo v prvnim nebo druhém meiotickém déleni.
Pfi sledovani vlivu rizikovych faktord se vyuziva skutecnosti, Ze oogeneze zacina u
Zeny jiz v prabéhu jejiho prenatalniho obdobi a prvni meiotické déleni je pferuseno v
pozdni profazi jiz ve tfetim mésici jejiho prenatalniho vyvoje. Prvni meiotické déleni je
dokonceno az v obdobi ovulace a druhé meiotické déleni je iniciovano oplozenim.
Naproti tomu spermatogeneze probihd u muze nepretrzité od puberty az do smrti. Z
tohoto davodu je vliv vnéjSich faktord na oogenezi omezen na druhé meiotické déleni,
zatimco na spermatogenezi mohou vnéjsi faktory pasobit v pribéhu prvniho i druhého
meiotického déleni.

Ve starSi literatufe se uvadi, Ze k meiotické nondisjunkci dochazi v 75,3 %
pfipadd u matky a v 24,3 % prfipadd u otce, u obou pohlavi prevazné v prvnim
meiotickém déleni (Hassold et al. 1979, Mikkelsen et al. 1980).

V soucasnosti se pfi molekularné-genetickém studiu plvodu nadbyteéného
chromozomu hojné vyuZivaji STR markery (Hassold a Jacobs 1984; Petersen et al.
1991, Antonarakis et al. 1991, 1992, 1993). NovéjSi studie aneuploidnich plodd

naznacuji vztah mezi aneuploidii a zménénym rekombina¢nim podilem v cCetnosti
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otcovskych i matefskych chyb (Antonarakis et al. 1992, 1993, Hassold et al. 1991,
Koehler et al. 1996, Lamb et al. 1996, 1997, Savage et al. 1998). Byl navrzen
dvoukrokovy systém, ktery tuto zménu v rekombinacnim podilu vysvétluje. V prvnim
kroku, ktery je na véku nezavisly, dochazi k zalozZeni rizikové chiasmatické konfigurace
v oocytu v prubéhu prvni meiozy. V druhém kroku dochazi k chybnému zpracovani
takového rizikového bivalentu v prvni metafazi meiotického déleni. V tomto kroku maze
dojit k selhani kterékoliv Casti meiotického aparatu. To by znamenalo, Ze proces
nondisjunkce je stejny u mladych i starSich Zen, pouze u starSich Zzen k nému dochazi
Castéji, pravdépodobné vlivem vékoveé zavislé degradace proteind bunééného cyklu &i
meiotickych protein(, které jsou zodpovédné za udrZeni koheze sesterskych chromatid
a za segregaci homologl. Nezanedbatelny vliiv ma i delSi doba puUsobeni faktoru
vnéjSiho prostiedi a zivotniho stylu (napf. koufeni) u starSich Zen.

V posledni dobé bylo provedeno nékolik studii, které sledovaly puavod
nadbyteénych chromozomud (Antonarakis et al. 1991, 1992, Petersen et al. 1992, Yoon
et al. 1996, Muller et al. 1999). V téchto studiich je uvadén podil vzniku maternalni
nondisjunkce v 89-92 % vSech pfipadu, z toho v prvnim meiotickém déleni pfiblizné 75
% a v druhém meiotickém déleni pfiblizné 20 % pfipadu a 5 % pfipadu vznika mitoticky.
Paternalni pavod trizomie je v téchto studiich uvadén okolo 8-11 %, z toho mnoZstvi asi
40 % vznika v prvni a 60 % v druhé meioze (Antonarakis et al. 1992). Jsou dvé mozna
vysvétleni této nizké cCetnosti paternalné zpasobenych trizomii: 1) chromozom -
specifické variace v mechanizmu paternalni meiotické nondisjunkce a 2) genomovy
imprintig, ktery by ovliviioval pravdépodobnost preZiti trizomickych plodu zpusobenych
paternalni, ¢i maternalni nondisjunkci.

Bylo zjisténo, Ze u pacientl s volnou formou trizomie 21 je zvySeny pomér muZz(
(okolo 1,15). Tento pomér je zvySen pfedevSim u paternalné podminénych trizomii
chromozomu 21 (Mikkelsen et al. 1990, Petersen et al. 1993). P¥ic¢ina tohoto zvySeného
poctu muzd probandu neni znama, nicméné studie aneuploidnich spermii nesoucich
dva chromozomy 21 ukazala, Ze vysoké procento téchto spermii nese zaroven Y
chromozom, coz by naznacovalo, Ze nerozdéleny chromozom 21 ve zvySené mife

segreguje s chromozomem Y (Griffin et al. 1996).
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1.6.4. Rizikové faktory vzniku aneuploidii

Morfologické mechanismy vzniku numerickych a strukturalnich aberaci
chromozomd jsou v dnesni dobé pomérné dobfe znamy. Naproti tomu vime pomérné
malo o genetickych faktorech a vlivech prostredi, které jsou predispozici k vzniku téchto
aberaci. VétSina praci, které se snazily objasnit pfi¢iny vzniku chromozomalnich
aberaci, se zabyvala Downovym syndromem, ktery je nejcastéjSi chromozomalni
aberaci.

Jak jiz bylo fe¢eno, 95 % pfipadd Downova syndromu je zpusobena volnou
trizomii chromozomu 21. Volna trizomie 21 se vyskytuje hlavné u plodl starSich matek
a je mozné u ni dokazat jednozna¢nou pfimo Uumérnou zavislost na véku matky
(Penrose 1933, Hassold a Chui 1985). Riziko se exponencialné zvySuje u matek po 35.
roku véku (viz obr. 3). Matky mezi 20. a 24. rokem véku maji jen velmi malé riziko
narozeni postizeného ditéte (1 : 1400). Naproti tomu riziko u matek po 45. roce véku je
1 : 25 (Cuckle a Wald 1990). Pokud se narodi dit¢ s Downovym syndromem mladé
matce, je riziko rekurence pro dité z nasledujici gravidity asi 1 %, coZ je proti béZnému
populaénimu riziku pro matky pod 30 let véku riziko podstatné vyssi. (Daniel et al. 1982,
Stene a Mikkelsen 1984).

Nékteré cytogenetické studie dokumentuji pomérné vysoké procento (az 4 %)
vyskytu mozaicismu chromozomu 21 u rodicu, kterym se opakované narodilo dité
postizené Downovym syndromem (Harris et al. 1982, Uchida a Freeman 1985). To, Ze
zminény rodi¢ovsky mozaicismus je vyznamnym etiologickym faktorem, dokazuje i
nékolik molekularné-genetickych studii (Pangalos et al. 1992, James et al. 1998, Cozzi
et al. 1999, Bruyere et al. 2000). Mozaicismus chromozomu 21 muze byt v nékterych
pfipadech omezen pouze na zarodecné tkané (Cozzi et al. 1999).

Také u Clovéka muiZzeme predpokladat vyskyt genu, které jsou predispozici
vzniku nondisjunkce, protoZze takové geny jsou znamé u jinych organizm(. Nékteré
studie naznacily, Ze néktefi lidé, nebo nékteré rodiny maji predispozici k tomu, aby se
jim narodilo dité s Downovym syndromem (Alfi et al. 1980, Amiel et al. 2000), jiné prace
vSak tuto hypotézu nepodporuji (DeVoto et al. 1985).
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Obr. 3: Rust zavislosti incidence trizomie chromozomu 21 u plodu v zavislosti na véku

matky v dobé porodu (v letech).

Nebylo prokazano, Ze by se riziko porodu ditéte s aneuploidii zvySovalo v
inbrednich populacich, nebo u rodicu, ktefi by mohli byt s vétSi pravdépodobnosti
homozygotni pro "gen nondisjunkce" (DeVoto et al. 1985). Také se nezda, ze by méli
vySSi riziko porodu ditéte s Downovym syndromem pfibuzné matek postizenych déti (s
vyjimkou pfipadd translokacnich forem).

VySSi vék matky je nejzavaznéjSim faktorem etiologie Downova syndromu. V
mensi mife toto plati i pro ostatni trizomie.

Za moznou pfi¢inu nondisjunkce se povaZzuje také radioaktivni zafeni. Uchidova
et al. (1977) zvefejnila experimentalni Udaje a vypracovala pfehled epidemiologickych
studii o vztahu mezi ozafenim matky, jejim vysSSim vékem a nondisjunkci. Ve svych
pokusech srovnavala frekvenci vzniku trizomie v metafazi druhého meiotického déleni v
ozarenych a neozarenych oocytech stejné starych mysSi a zjistila az ¢tyfnasobné vyssi
vyskyt u ozafenych mysi v porovnani s kontrolni populaci. Do konce osmdesatych let
nasledovalo jesté dalSich 11 epidemiologickych studii, které sledovaly radiacni
anamnézu matek pacientdt s Downovym syndromem (pfevzato z Thompson a
Thompsonova 1988). V deviti z téchto studii byla zjiSténa zvySena expozice u matek
déti s Downovym syndromem, ale tento rozdil byl statisticky vyznamny pouze ve
étyfech souborech. Na zakladé téchto vysledkd neni mozné konstatovat, Zze zareni (jako
pFi¢ina nondisjunkce) zvySuje vyskyt trizomie 21, je vSak jasné, Ze je vhodné vyvarovat
se zhyte¢nych davek radioaktivniho zéareni.
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Po roce 1986, kdy doSlo k vybuchu jaderné elektrarny v Cemobylu, bylo
publikovano predevsim v zdpadni a stfedni Evropé velké mnoZstvi populaénich studii,
které se zabyvaly vlivem radiaCniho zafeni na zdravotni stav takto exponované
populace. Byla sledovana jak zvySena incidence nadorovych onemocnéni, zvySeni
potratovosti, zvySeni incidence rlznych malformaci u plodl, tak pravé incidence
Downova syndromu.

Sperling et al. (1991, 1994) publikoval popula¢ni studii incidence Downova
syndromu v zapadnim Berliné, kdy srovnaval incidence v letech 1980 - 1988 a zjistil
vyznamny narust incidence v lednu 1987, tedy presné 9 mésici po vybuchu
Cernobylské elektrarny. V tomto obdobi se na Gzemi zapadniho Berlina narodilo 12
takto postizenych déti misto oekavanych 2 az 3. Po vylouceni ostatnich faktord, které
by mohly ovlivnit zvySeni bézné incidence, jako je napfiklad vySSi vékovy primér
postizenych matek, Zivotni styl a jiné rizikové faktory, zlstal vliv expozice ionizujicimu
zareni v obdobi koncepce jednim z moznych pusobicich faktord. V Sesti ze sedmi
pfipadl, u kterych bylo moZzné provést molekularni cytogenetické vySetieni, byl
potvrzen maternalni plivod nadbyte€ného chromozomu a zaroven vznik nondisjunkce v
druhém meiotickém déleni.

Uvadi vSak také, Ze tyto vysledky nejsou v souladu s celonarodni studii, ktera
byla sestavena ze vSech vysledkd prenatalnich vySetfeni ziskanych v letech 1986 -
1987 a v niz nebyl pozorovan zadny vyznamny narust incidence v celonarodnim
méFitku. Mirny narlst incidence Downova syndromu byl pozorovan v severnich
oblastech Némecka a v Bavorsku (Irl et al. 1995), kde doSlo dle autord k t&zsi
kontaminaci ovzdusi, neZ na jinych tzemich Evropy. Naproti tomu Burkart et al. (1997)
se domniva, 7e radiaéni zafeni pochazejici z Cernobylské elektrarny nemélo na
Némeckou populaci vliv, protoze kumulativni davka byla zanedbatelna ve srovnani s
ostatnimi faktory prostfedi. Ramsay et al. (1991) publikoval podobnou studii, ktera se
zabyva incidenci Downova syndromu v letech 1978 - 1989 ve Skotsku a také pozoroval
signifikantni nardst v roce 1987, a to predevSim u matek starSich 35 let. Tato studie
vSak byla o pét let pozdéji rozSifena o nové ziskana data a znovu analyzovana (Huether
et al. 1996). Vysledky této rozSifené studie se spiSe pfiklanéji k dlouhodobému trendu
narustu incidence Downova syndromu v populaci.

Naproti tomu ve Finsku (Harjulehto et al. 1991), Svédsku (Moberg a Reizenstein
1993), Norsku (Lie 1992), Francii (Stoll et al. 1990), Madarsku (Czeizel et al. 1991) &i

Chorvatsku (Ligutic et al. 1989) nepozorovali po roce 1986 Zzadné odchylky od bézné
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incidence pozorované v letech pfed €ernobylskym incidentem. Tyto zavéry podporuje i
jedna z nejnovéjSich komplexnich celoevropskych studii (Dolk a Nichols 1999).

K podobnym zavérim doSla i studie celkem 124 nuklearnich rodin déti
postizenych Downovym syndromem narozenym po roce 1987 z Ruska, Ukrainy a
Berlina, na které autorka participovala. Vysledky byly publikovany v Machatkova et al.
2005 (P3).

V poslednich letech byl v nékterych zapadoevropskych zemich pozorovan naruast
incidence Downova syndromu (Huether 1996, Rosch et al. 2000). Tento trend vSak
pravdépodobné souvisi s trendem zvySovani véku rodi¢ek a s jinymi negativné
pusobicimi faktory prostfedi.

Z dalSich rizikovych faktorti, které, jak se zda, ovliviuji vznik Downova
syndromu, je nosi¢stvi rizikovych variant nékterych gent. Byla napfiklad publikovana
zvySena frekvence alely €4 apolipoproteinu E (APOE) u matek s chybou v druhé mei6ze
(Avramopoulos et al. 1996), &i intronovym polymorfizmem v genu pro presenilin-|
(Petersen et al. 2000), & zvySené procento C677T mutace v genu pro
metylentetrahydrofolatreduktazu (James et al. 1999)

V patogenezi nondisjunkce mohou hrat Glohu i autoimunitni onemocnéni. Byla
napf. pozorovana zvySend hladina antityreoidnich protildtek v séru matek déti s
Downovym syndromem (Fialkow et al. 1965).

1.6.5. Diagnostika aneuploidii

Prenatalni diagnostika chromozomalnich aneuploidii byva ve vétSiné pripadu
provadéna klasickou cytogenetickou analyzou kultivovanych bunék ziskanych z plodové
vody nebo choriovych klkd. Tento postup vyzaduje dlouhodobou kultivaci fetalnich
bunék a vysledek vySetfeni je ve vétSiné pfipadl k dispozici az 12 - 15 dnd po odbéru
biologického  materialu.  Cytogenetickd analyza umozfiuje detekci vSech
chromozomalnich aberaci, jeji hlavni nevyhodou je ¢asova naroénost vysetieni. Interval
mezi odbérem vzorku a vydanim vysledku zvySuje anxiozitu budoucich rodi¢u, hlavné
v pfipadech, kdy neinvazivni screeningové testy (biochemické testy a/nebo
ultrazvukové vysSetfeni plodu) provedené béhem prvniho a druhého trimestru

téhotenstvi naznacuji zvysené riziko chromozomalni aberace (Marteau et al. 1992).
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Cytogenetickd analyza je rutinné pouzivana v prenatélni diagnostice od
sedmdesatych let, od té doby vSak prodélala pouze dil¢i zmény; vylepSeni kultivaénich
médii umoZznilo pouze zkratit inerval nutny pro dokonceni vySetfeni (Chang et al., 1982,
1985). VétSina patologickych néalez( identifikovanych v prenatélnich vzorcich zahrnuji
trizomie chromozom( 13, 18 a 21 a aneuploidie pohlavnich chromozomd X a Y.
(Crandall et al. 1980; Ferguson-Smith et al. 1984). VCasna identifikace téchto
chromozomalnich aberaci je velmi vyznamna pro klinicky management patologickych
téhotenstvi. V minulych letech bylo proto zavedeno mnoho novych metod molekularni

cytogenetiky, které umoznuiji jejich identifikaci do 24-48 hodin po odbéru vzorku.

Jeden z pfistupt je fluorescenéni hybridizace in situ (FISH), ktera je pouzivana
od devadesatych let minulého stoleti. Metoda je zaloZena na pouziti chromozomové
specifickych kopii sekvenci genomové DNA (sond), které jsou pfimo ¢i nepfimo
fluorescenéné znaceny a poté aplikovany na bufiky nachézejici se v interfazi
bunééného cyklu. Metoda FISH je v nékterych laboratofich stale hojné pouZzivana; jeji
vysledky byly ovéfeny a publikovany na velkém poctu klinickych vzorkd (Klinger et al.
1992, Bryndorf et al. 1997, Eiben et al. 1998). Metoda ma vSak pfes svou vysokou
efektivitu i nevyhody, hlavnimi znich jsou vysokd C€asova a finanéni nérocnost
vySetfeni. To ji predurCuje k vySetfeni pouze omezeného poctu vybranych, vysoce
rizikovych téhotenstvi (Evans et al. 1999, Pergament et al. 2000, Tepperberg et al.
2001).

DalSi metodou, ktera je v rychlé diagnostice nejCastéjSich aneuploidii vyuzivana
je i tzv. ,multiplex ligation-dependent probe amplification® (MLPA). Metoda je
v porovnani s FISH levnéjSi a ¢asové meéné naroCna, coZ ji zvyhodiuje pro pouZziti
v rutinnich diagnostickych laboratofich. | pfes nesporné vyhody této technologie, které
umoznuji spolehlivou detekci rozliénych typd mutaci, at jiz duplikaci i deleci, pro
diagnostiku nejcastéjSich aneuploidii se neukazala tato metoda byt pfilis§ vhodna a to
hlavné z dlvodu neschopnosti odliSit triploidni vzorek muZzského pohlavi od
kontaminace normalniho diploidniho muzského vzorku biologickym materialem matky a
rovnéz neschopnosti diagnostikovat triploidni vzorek Zenského pohlavi (Gerdes et al.
2005). DalSi nevyhodou je pomérna narocnost metody na vstupni mnozstvi DNA
(vyZzaduje 20-100 ng na 1 MLPA reakci, coZ odpovida izolaci z 4-5 ml plodové vody
(PV) (Gerdes et al. 2005) v porovnani s 1 ml v pfipadé QF-PCR). Tato metoda detekce
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nejCastéjSich aneuploidii z PV je pouzivana pfevazné v Holandsku, hlavné z divodu

dostupnosti lokéalné vyrabéného komeréniho kitu (MRC-Holland).

DalSi metodou molekularni cytogenetiky, kterou je mozné pouzit k rychlé
diagnostice aneuploidii je komparativnhi genomova hybridizace (comparative genomic
hybridisation — CGH). Je to velice citliva a perspektivnhi metoda, umoZznujici zjiStovat
nebalancované chromozomalni prestavby v celém genomu (Copy Number Variants).
V soucCasnosti je prevazné vyuzivana k detekci mikrodeleénich / mikroduplika&nich
syndroml u pacientd s mentalni retardaci a jinymi odchylkami vyvoje (autismus) a
rovnéz k detekci chromozomalnich pfestaveb v nadorovych burikach (Shinawi el al.
2008). V nedavné dobé byly publikovany i prace, kdy se CGH podafilo vyuzit k detekci
aneuploidii z jediné bunky pfi preimplantaéni genetické diagnostice (Fiegler et al. 2007).
Nevyhodou metody, ktera pravdépodobné neumozni jeji rutinni vyuZziti v prenatalni

diagnostice aneuploidii je jeji finan¢ni naro¢nost.

DalSimi zavadénymi metodami jsou napfiklad metody DOP - PCR (degenerate
oligonucleotide primer PCR)(Muller-Navia et al. 1995), PRINS (Oligonucleotide primed
in situ DNA synthesis)(Gosden et al. 1991, Pellestor et al. 1996, Phillips et al. 1997),
SKY (spectral karyotyping)(Schréck et al. 1996) & M-FISH (multicolor FISH). Tyto
metody, i pfes nékteré své nesporné vyhody vSak zatim nejsou, mimo jiné i z dvodu

své finan¢ni narocnosti, v prenatalni diagnostice plosné vyuzivany.

Velice rychlou alternativni metodou molekularni cytogenetiky je metoda QF-PCR.
VySetfeni je mozné provést do jednoho dne po odbéru biologického materialu a patfi k
nejperspektivnéjSim metoddm prenatalni cytogenetické diagnostiky (Ferguson-Smith
1997).

1.6.5.1. Kvantitativni fluorescerni polymerazovaietézova reakce (QF-PCR)

QF-PCR je molekularné geneticka metoda, kterd umoznuje rychlou diagnostiku
nejcastéjSich aneuploidii. Principem metody je PCR amplifikace vybranych STR lokusu;
tyto lokusy jsou vysoce polymorfni, v pribéhu Zivota jedince velmi stabilni a mohou po
PCR amplifikaci slouzit jako markery pro detekci vybranych chromozomdlnich
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aneuploidii (Adinolfi et al. 1997, Mansfield 1993, Sherlock et al. 1998, Toth et al. 1998,
Pertl et al. 1994, 1996, 1997, 1999a, 1999b, Cirigliano et al. 2001, 2004, 2006). Tato
metoda umoziuje nejen detekci aneuploidii, ale zaroven umoznuje velmi pfesné urcit
parentalni puvod nadbyte¢ného chromozomu a lokalizovat vznik nondisjunkce do
prvniho & druhého meiotického déleni, coz bylo donedavna moZné jen pomoci
radioaktivnich metod (Antonarakis et al. 1992, Sherman et ai. 1994).

PCR amplifikace vybranych STR lokusu je provadéna pomoci dvojic specifickych
primer, z nichz vzdy jeden je fluorescenéné znacen. Dostaneme fluorescenéné
oznacené fragmenty DNA, jejichz délka zavisi na poctu STR opakovani v daném lokusu
a jejichz mnozstvi je zavislé na mnozstvi templatové DNA, ktera byla vnesena do PCR
reakce. Vzhledem k tomu, Ze tyto lokusy jsou specifické pro jednotlivé chromozomy,
muzeme urcit, v kolika kopiich se testovany chromozom (na kterém leZi testovany STR
lokus) v burice nachézi. Vzhledem k tomu, Ze v normalni diploidni burice se nachazeji
dvé kopie kazdého chromozomu, mohou nastat dvé situace: bud se na kazdé alele
nachazi jiny pocet opakovani STR motivu - pak jsou detekovany dva hroty, jejichz a
plocha je pfiblizné v poméru 1 : 1 ( dany jedinec je pro tento lokus heterozygotni), nebo
je na obou alelach pocet opakovani STR motivu shodny - pak je detekovan jen jeden
hrot a jedinec je v daném markeru homozygotni (viz. obr. 4).

U trizomickych bunék je situace obdobna - bud se nachazi na kazdém ze tfi kopii
testovaného chromozomu rozdilny poc€et opakovani STR motivu - pak jsou detekovany
tfi hroty, jejichz vySka a plocha je pfiblizné v poméru 1 : 1 : 1 (trialelicka forma trizomie),
nebo se na dvou z tfi kopii nachazi shodny a na jedné odliSny pocet opakovani STR
motivu - pak jsou detekovany dva hroty, jejichz vySka a plocha je pfiblizné v poméru 1:2
(dialelicka forma trizomie), nebo se shodny pocet opakovani STR motivu nachazi na
vSech tfech alelach - pak je detekovan jeden hrot a dany marker hodnotime jako

neinformativni (monoalelicka forma trizomie)(viz. obr. 5).
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Obr. 4: Mozné vysledky vySetfeni u normalnich (dizomickych) vzorku: 2 hroty v poméru
1:1 (4a) a neinformativni vysledek (4b)
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Obr. 5: Mozné vysledky vySetfeni u trizomického vzorku u tfech nezavislislych marker(
na kapilarni elektroforéze: dva informativni markery s pomérem hrotd 2:1 (5a), 1:1:1

(5b) a neinformativni marker s jednim hrotem.

Detekce tfi hrotd v poméru pfiblizné 1:1:1, stejné tak jako detekce dvou hrot(
v poméru 2:1 jednoznacné potvrzuji diagndzu trizomie. Pokud se poméry lisi od ideélné
uvedenych, je nutné dbat zvySené pozornosti hlavné v pfipadé, Ze byla dialelicka forma
trizomie zjiSténa u vSech informativnich markerud. Kritéria rozptylu, ktery je povazovan
za prikazny v pripadé dialelické formy trizomie se u jednotlivych autort liSi (Adinolfi et
al. 1995, Mann et al. 2004, Pertl et al. 1996, Sherlock et al. 1998).

Obdobné je tomu i u pohlavnich chromozomd, kdy vySetfeni metodou QF-PCR
umoznuje zjistit po€et, druh a plvod pohlavnich chromozomd pfitomnych v burice.
Nékteré z STR specifickych lokust, pouzivanych pfi detekci pohlavnich chromozomd,

jsou umistény v pseudoautozomalnich oblastech (X22, DXYS218), nékteré jsou
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chromozomalné-specifické (XHPRT, DXS1187). Vedle téchto markerl se vyuzZivaji
k diagnostice pohlavnich chromozomt i nepolymorfni markery, jako je napfiklad
amelogeninovy marker (AMX/Y). Pfi jeho pouziti se vyuziva skuteCnosti, Zze na
chromozomu X i Y se nachazi evolu¢né konzervovany gen pro amelogenin. Na
chromozomu Y se vSak vyskytuje ve formé pseudogenu s mnoha delecemi. Staci proto
pouzit jeden par primert v okoli delece pro detekci obou chromozomd, které bude po
amplifikaci mozné rozliSit podle specifické délky produktd této amplifikace (Sullivan et
al. 1993).

PFi pouziti vhodnych markerd by mélo pouze omezené mnoZstvi analyzovanych
vzorkl vykazovat nedostate¢nou informativitu (Pertl et al. 1994; 1996; 1997; 1999a,b;
Adinolfi et al. 1995, 1997; Sherlock et.al. 1998; Verma et al.1998; Cirigliano et al.1999,
2001; Adinolfi et al., 2001). Mezinarodné uznavanymi kritérii jsou za dostate¢né
informativni povaZovany takové vysledky, které jsou zaloZzeny na informativnim
vysledeku minimalné dvou STR markerl na kazdém testovaném chromozomu (Mann et
al. 2004).

Do soucasné doby bylo nalezeno velké mnozstvi polymorfnich STR marker(.
Pravdépodobnost informativniho vysledku je dana vySi heterozygozity konkrétniho
markeru. Heterozygozita ( a tudiZz informativita) se stejné jako frekvence jednotlivych
alel v jednotlivych studovanych populacich lisi (Sacchetti et al. 1999).

Vybér STR marker( pro analyzu je proto velice dilezity. Pokud je selekce
pouzitych marker( zaloZzena na skute¢nych heterozygozitach v analyzované populaci,
umozni tento pfistup minimalizovat riziko nedostate¢né informativniho vysledku.

Metoda QF-PCR vyuzZiva pfevazné tetranukleotidové STR markery, které jsou
stabilni pfi amplifikaci metodou PCR. P¥i jejich amplifikaci nedochazi k tak Casté tvorbé
"stutterd” vlivem sklouzavani DNA polymerazy ani k tak vyrazné preferenéni amplifikaci
kratSich alel jako je tomu u dfive hojné pouzivanych dinukleotidovych markera (Utah
Marker Development Group, 1995).

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

Kvantitativni PCR je zaloZzena na teoretickém predpokladu, Ze mnoZstvi

amplifikovaného produktu se v kazdém cyklu dvakrat zvySuje. V praxi nemusi reakce
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probihat vzdy 100% efektivné v dusledku pfitomnosti nejriznéjSich inhibitord PCR a
niz8i polymeracni efektivité v pozdéjSich cyklech polymerazové reakce. DalSim jevem,
ktery negativné ovliviuje kvantifikaci, je tak zvany "plateau” efekt, ke kterému dochazi
priblizné mezi 25 - 30. cyklem PCR reakce. Nastava v okamziku, kdy dojde k vy&erpani
nékterych reakénich komponent. Narist mnozstvi specifického produktu poté prestane
probihat exponencialné. Méfeni koncentrace specifického produktu v redlném c&ase
umozniuje pouze metoda RQ-PCR (Real Quantitative-PCR). Principem metody je
kontinualni méfeni koncentrace produktu po kazdém PCR cyklu, coZz umoznuje urcit
mnozstvi DNA vstupujici do reakce v Sirokém rozpéti koncentraci (Walker et al. 1996,
Wittwer et al. 1997).

K vizulizaci fluorescenéné znacenych fragmentd DNA po PCR amplifikaci se
v drtivé vétSiné laboratofi provadéjicich QF-PCR analyzu pouziva tzv. kapilarni
elektroforéza (CE). Systém umoZnuje automatickou fluorescenéni detekci, kdy
separace, detekce a analyza DNA fragmentl probiha sou€asné. Detekce zde probiha
béhem elektroforézy, fluorescenéné oznacené fragmenty zaznamena v prubéhu
prichodu laser. Fragmenty prochazeji gelem, ktery je umistén do velmi uzké kapilary
(vnitfni pramér 50 - 75 ym). Za pomoci tepla a vysokého napéti dochazi k rychlé
separaci fragmentt DNA. Pfi CE muZe byt detekce DNA fragmentd plné
automatizovana. V roce 1995 byl pfedstaven prvni Genovy Analyzator ABI Prism® 310
(Applera, USA), pIné automaticky pfistroj, ktery umi separovat, detekovat a analyzovat
fragmenty DNA s velkou efektivitou. Dnes je novéjSi verze tohoto pfistroje rutinné
pouzivana v mnoha DNA laboratofich svéta (Reeder, 2000). Pf¥istroj rozlisi
fluorescenéné oznacené fragmenty (rozeznava az pét riznych fluorescenénich znacek)
s pFfesnosti na 1 bazi. Genové Analyzatory ABI Prism® 3100 a 3130 byl pouzit i v této
praci.

QF-PCR také umozZnuje neinvazivni vySetfeni aneuploidie plodu z bunék
ziskanych odbérem z délozniho hrdla (TCC) (Adinolfi et al. 1995, Tutschek et al. 1995,
Adinolfi a Cigriliano 2000, Adinolfi a Scherlock 2001), popfipadé z fetalnich bunék ¢i
fetalni DNA nachazejici se v krvi matky (Pertl et al. 1999b, 2000, Samura et al. 2000).
Krucialni pro validni vysledek je vSak metoda separace fetalnich bunék od majoritni
populace bunék maternalniho puvodu v biologickém vzorku pfed samotnou PCR
analyzou.

Nevyhody vySetfeni metodou QF-PCR jsou spiSe technického razu. Jednou z

nevyhod je, Ze metoda neni komplexnim vySetfenim celého karyotypu, ale testuje
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pouze vybrané lokusy na vybranych chromozomech. Testovat vice lokusl na raznych
chromozomech je mozné, metodu vyuzivame napfiklad k analyze tkani potracenych
plodl, kdy kromé jiz zminénych aneuploidii testujeme i chromozomy 2, 7, 15, 16 a 22.
Tyto testy lze vyuzit i v pfipadech, kdy jsou na zakladé sonografického vySetfeni
detekovany tézké VVV v prvnim trimestru téhotenstvi, které nasvédcuji aneuploidii

nékterého ze zminénych chromozomu.

Ve vétSiné pripadu jsou vSak testovany pouze chromozomy 13, 18, 21, X a Y.
Metoda je vhodna predevSim pro detekci volnych (kompletnich) aneuploidii
chromozomd, ale neni pfili§ vhodna pro detekci jemnéjSich chromozomalnich
prestaveb. Za druhou hlavni nevyhodu byla dlouho povaZzovana neschopnost této
metodoy spolehlivé detekovat mozaikové formy trizomii. V roce 2001 se vSak objevila
prace (Mann et al. 2001), ktera doklada moznost detekce mozaikové formy trizomie,
vzniklé nondisjunkci v prvnim meiotickém déleni, pokud se nachézi minimalné v 30 %
bunék. Nondisjunkci v mitéze, ke které by doSlo v pribé&hu vyvoje normalniho
dizomického plodu a ktera by vedla k podobnému procentuanimu zastoupeni
trizomickych bunék, by vSak bylo velmi obtizné zjistit. Pfi hodnoceni suspektnich
mozaikovych forem trizomie je vzdy nutné mit na paméti, Ze kontaminace materialu
plodu materidlem matky pfi invazivnim odbéru by poskytla pfi vySetfeni jednoho

chromozomu obdobny obraz vySetfeni.

1.6.5.1.1 Metody detekce fluorescence

Fluorescence je proces, pfi kterém molekula fluoroforu nejprve adsorbuje energii
fotonu z vnéjSiho zdroje (Zarovka nebo laser) za vzniku excitovaného elektronového
singletového stavu. Tento stav existuje pomérné kratkou dobu (obvykle 1-10x107°
sekundy), béhem niz dojde k urcité malé ztraté energie (konformacni zmény, interakce
s molekularnim prostfedim). Poté dojde k emisi svétla a fluorochrom se vraci do
zakladniho stavu. V dasledku ztrat energie je energie fotonu niz8i a ma proto delSi
vinovou délku nez excita¢ni foton (rozdil v energiich nebo vinovych délkach hvex - hvey
se nazyva Stokesuv posuv). Tento rozdil ve vinovych délkach je zakladem pro citlivost

fluorescenc&nich technik, nebot umozZznuje rozliSit emisni a excitacni fotony .

Fluorescenéni detek&ni systém tedy obsahuje tyto prvky:

1. zdroj excitace
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2. fluorofor
3. filtry s vinovymi délkami vhodnymi pro izolaci emisnich foton( od excitacnich
4. detektor, ktery registruje emisni fotony a produkuje zaznamovy vystup, obvykle

elektricky signal nebo fotografii

Bez ohledu na zplsob pouziti je pro optimalizaci fluorescenéni detekce nutna
kompatibilita téchto Ctyf prvka.

Mezi hlavni typy fluorescenénich detekénich pfistroju patfi kromé kapilarni
elektroforézy (CE), kde je vyuZito CCD kamery (typ videokamery) k zaznamenani
prichodu molekul uréitou oblasti gelu i napf. spektrofluorometry, fluorescenéni

mikroskopy, prutokové cytometry, "fluoroimagery" apod.

Vicebarevné fluorescen €ni znac€eni primer O umozZfiuje soudasné namnozit a
analyzovat i lokusy s velikostné se prekryvajicimi alelami. Pokud je v jedné reakci
pouzito dva a vice fluorescenéné znacenych primerd znacenych rdznymi
fluorescenénimi znackami, je izolace signalu a analyza dat zavisla na dokonalé
spektralni separaci mnohacetnych emisi. Pro vicebarevné aplikace jsou vhodné
fluorofory s Uzkym rozmezim spekter. ldealni kombinace barviv pro vice€etné znaceni
by méla mit silnou absorpci ve spole¢né excitaéni vinové délce a dobfe separovana

emisni spektra.

-30-



2. Cile prace

Cilem predkladané disertacni prace bylo zkvalitnit, rozSifit a standardizovat
diagnostiku aneuploidii chromozomu 13, 18, 21, X a Y metodou QF-PCR a jeji aplikace
v klinické praxi. Pro standardizaci metody bylo nutné pfedevSim zavedeni novych STR

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

(1) Ovéreni senzitivity a specificity QF-PCR vySetfeni aneuploidii chromozoma 13, 18,
21, X a Y na velkém mnozstvi klinickych vzorka.

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

(3) Kalkulace rezidualniho rizika jiné chromozomalni aberace ve vySetfovaném
souboru klinickych vzorkad.

(3) Do jaké miry by ovlivnilo informativitu vySetfeni, pokud by se podafilo sestavit
diagnosticky set z STR markerl vybranych na zakladé skute¢né zjiSténych

heterozygozit v Ceské populaci.
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3. Material a metodika

3.1. Biologicky material

Soubor zpracovany v ramci prenatalniho a postnatalniho vySetfeni tvofilo vice
nez 7 200 vzorkd. VSechny vzorky, indikované k vySetfeni metodou QF-PCR byly
indikovany soucasné na klasické cytogenetické vySetfeni karyotypu (dudlni testovani).
Vysledky vySetfeni metodou QF-PCR byly nicméné uzavieny bez znalosti vysledki

cytogenetického vysetieni.
3.2. Metodika

V obdobi od listopadu 2002 do uUnora 2007 bylo k vySetfeni nejCastéjSich
aneuploidii metodou QF-PCR indikovano celkem 6349 vzorkd — soubor sestaval z 142
vzorkud choriovych klka a 6207 vzork( plodové vody. VySetfeni bylo ve vSech pfipadech
provedeno jako rychlé dopliikové vySetfeni vybranych nej¢astéjSich aneuploidii za
souCasné cytogenetické analyzy celého karyotypu. U 2764 vzorkl (44.5%) byla
provedena analyza chromozomu 13, 18, 21, X a Y. Indikac¢ni kritéria tohoto vySetfeni
byla nasleduijici:

(1) pozitivni ultrasonograficky nalez

(2) riziko trizomie chromozomu 18 zjisténé na zakladé biochemickych testu

(3) pozdni zachyt suspektné patologického téhotenstvi

(4) anxiozita matky

V 3443 pripadech bylo provedeno pouze vySetieni chromozomu 21 (55.5%).
Test byl indikovan na zéakladé rizika trizomie chromozomu 21 vySSiho nez 1:250
stanoveného vyhradné biochemickymi testy v druhém trimestru t&hotenstvi

s negativnim ultrasonografickym nalezem.
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3.3. Vlastni pracovni postup

Izolace DNA z nativni plodové vody i choriovych klku byla provadéna komeréné
dodavanych kitem Qiagen (Qiagen, USA) za pouziti standardnich izola¢nich protokol(
s modifikacemi pracovniho postupu (popsano v Putzova et al. 2008 (P1)). Pokud byla
k analyze dodana krev (fetalni krev popf. periferni krev matky pro srovnavaci analyzu)
DNA izolovana pomoci kitu Qiagen (Qiagen, USA) nebo za pouZiti izola¢niho pfistroje

MagNA Pure Compact (Roche, Switzerland).

Od roku 2002 doSlo nékolikrat ke zméné kompozice vySetfovacich markerd pro
vySetfeni aneuploidii chromozomu 13, 18, 21, X a Y za ucCelem zvySeni efektivity
vySetfeni. V letech 2002 az 2004 byly pouzivany markery popsané v publikaci Pertlové
et al. 1997. Markery X22, P39 a amelogeninovy marker (X-106 bp/Y-112bp) byly
doplnény na pocatku roku 2003 pro presnéjSi stanoveni aneuploidii pohlavnich
chromozomu (Cirigliano et al. 1999). Od roku 2004 byly k vySetfeni pouzivany dva
multiplexni sety: multiplex popsany Mann et al. 2004 obsahujici 13 markeru
specifickych pro chromozomy 13, 18 a 21 a set k vySetfeni aneuploidii pohlavnich
chromozomud popsany Donaghue et al. 2003. SloZeni obou multiplexnich setd viz.
Tabulka 1.

Tabulka 1: STR markery pouzivané k vySetfeni aneuploidii chromozomu 13, 18, 21, X
a 'Y v letech 2004-2007.

Test chromozom & 13,18,21, XayY Test k vySet Feni trizomie
Multiplex 1* Multiplex 2* chromozomu 21

Marker Lokalizace | Marker Lokalizace Marker Lokalizace
D13S305 13g13.3 DXS981 Xgl3.1 D21S1432 21g21.1
D13S628 13g31.1 DXS1187 X(g26.2 D21S1446 21¢22.3
D13S634 13g21.33 XHPRT Xg26.1 D21S11 21g21.1
D13S742 13g12.12 P39 Xqg28 D21S1411 21¢22.3
D18S978 18g12.3 DXS996 Xp22.3 AMEL Xp22.22/ Yp1l.2
D18S386 18g22.1 DXS1283E Xp22.3

D18S499 18g21.32 X22 Xg28/ Ygl2

D18S391 18p11.31 AMEL Xp22.22/ Yp11.2

D18S535 18g12.3 SRY Ypll.2

D21S11 21g21.1 DYS448 Yqgll.2

D21S1270 21g22.11

D21S1411 21922.3

D21S51435 21g21.3

* Markery pouzité v multiplexech 1 a 2 byly popsany v dfive publikovanych pracech
(Donaghue et al. 2003 a Mann et al. 2004)

Zmeény do roku 2007 byly popsany v Putzova et al. 2008. (P1) Od unora 2007 je
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aplikovan nové sestaveny diagnosticky set marker(. Postup sestaveni setu a vysledky
jeho aplikace popsany v Putzova et al. in press (P2).

PFi sestavovani nového diagnostického setu STR markerd jsem vyuZivala

internetové databaze, predevSim Human Genom Database (http://www.gdb.org,

zruSena 2008). VSimala jsem si nasledujicich parametr:

. zjistény stupen heterozygozity v populaci, pokud jsme s STR lokusem neméli
predchozi zkuSenosti, vyuzivali jsme Udaj o heterozygozité uvedeny v dostupnych
databazich (GDB, UCSC, pfipadné Marschfield)

. vzdalenost mezi nejfrekventovanéjSimi alelami

. vzdalenost mezi nejvzdalenéjSimi alelami

. distribuce alel

. rozmezi velikosti fragmentd po amplifikaci PCR

. zjisténa frekvence mikroduplikaci u STR markeru

STR markery byly vybrany (1) na zakladé skuteCné zjiSténych heterozygozit
v nasi populaci (2) na zékladé jejich umisténi na testovanych chromozomech (3)
preferovany byly STR markery s nizkou frekvenci zjisténych mikroduplikaci v nasi
populaci. U nové zavadénych STR markerl byly preferenéné vybirany markery
s vysokou uvadénou heterozygozitou, ale malym poctem repetic (tedy malou
vzdalenosti mezi nejkratSi a nejdelSi detekovanou alelou) a to z divodu ztizeného
hodnoceni markerll s velkou vzdalenosti mezi detekovanymi alelami (= 25 bp)

v dusledku preferenéni amplifikace.

Sekvence vSech pouzitych primerd byly navrzeny pomoci databazi volné

pfistupnych  na internetu  (napf.  http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway,

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cqi,
http://ngrl.man.ac.uk/SNPCheck/SNPCheck.html,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cqgi?CMD=Web&PAGE TYPE=BlastHome,

http://research.marshfieldclinic.org/genetics/GeneticResearch/compMaps.asp).

Soubor STR markeru k vySetfeni trizomie chromozomu 21 v letech 2002 az 2007
sestaval z markerid D21S1432, D21S1446, D21S11, D21S1411 a AMX/Y (Putzova et
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al. 2008 (P1)). V roce 2007 byl tento set rovnéz modifikovan, byly doplnény markery
D21S1435, D21S1437 a D21S1412 a z analyzy byl vypustén marker D21S1446.

Chemikalie pouzivané pfi kapilarni elektroforéze (CE) jsou vyhradné od firmy
Applera (USA). CE byla provadéna na Genovém Analyzatoru ABI Prism® 3100 a 3130
(Applera, USA) na pracovisti Centra Prenatélni Diagnostiky GENNET. Fragmenty DNA
jsou do CE nasavany elektrokineticky (plsobenim vysokého napéti dochazi k
natahovani elektricky nabitych molekul), pfipadné ionty by tedy zabranovaly vstupu
zaporné nabitych molekul DNA do kapilary.

Pfi analyze byla pouzita 36 cm dlouhd kapilara o prdméru 50 uym a
optimalizovany polyakrylamidovy polymer POP 7™ (Applera, USA). Analyza probihala
pfi konstantné nastaveném napéti 15 kV a konstantni teplot& bloku 60°C. Cas nasavani
vzorku do kapilary byl ménén dle potfeby v rozmezi 5 - 10 sec. Pfi analyze byl pouzit

filtr G pro analyzu emisnich spekter.
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4. Vysledky

V letech 2002 az 2007 byly vzorky testovany pomoci dfive publikovanych set(
STR markerd (Donaghue et al. 2003, Mann et al. 2004, Pertl et al. 1997) a setu
k detekci trizomie 21 na souboru 6 349 klinickych vzorka. Vysledky aplikace téchto
multiplexnich setd STR marker jsme publikovali v Putzova et al. 2008 (P1). VSechny

vzorky v tomto souboru byly dualné testovany.
Soubor byl rozdélen na zékladé indikace k vySetfeni do dvou kategorii:

1) vzorky testované na CHAs 13, 18, 21, X a Y obsahoval 2 906 vzorku
(vSechny CVS (142) a 2764 PV) s nasledujicimi indikacnimi Kkritérii: 1)
pozitivni UTZ, 2) zvySené riziko trizomie chr. 18 zjisténé na zakladé
biochemického testu, 3) pokroCily TT pfi vyzadani vySetfeni, 4) anxiozita
matky

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

biochemického screeningu (21:250) s negativnim UTZ nalezem.

VSechny pozitivné testované vzorky (celkem 242) byly rozdéleny do C&tyF
kategorii: 1) chromozomalni aberace diagnostikovatelné RAD, 2) nebalancované
chromozomalni aberace (CHA) a trizomie autozomU nediagnostikovatelné RAD, 3)
CHAs s nejasnou prognézou (balancované de novo, mozaikové formy a marker
chromozomy), 4) ostatni CHAs, pravdépodobné bez klinického vyznamu v probihajici
gravidité (familiarni balancované pfestavby a polymorfismy). Abnormalni nélezy a

frekvence jejich nalezu v naSem souboru je shrnuta v tabulce 2.
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Tabulka 2: Abnormalni cytogenetické nalezy dualné testovanych vzorkl (n=6349) a
frekvence jejich vyskytu v testovaném souboru

Cytogeneticka kategorie Po ¢cet Cast (%) Frekvence nalezu (1 pozitivni
nélez na po €et testovanych
vzork i)
CHA diagnostikovatelné QF-PCR 175 72.3 1: 36
VSechny CHA nediagnostikovatelné RAD 67 27.7 1: 90
Nebalancované 4.1 1:600
10
Nejista prognoza 5.0 1:500
12
Bez klinického vyznamu v probihajici 18.6 1:140
gravidité 45
CELKEM 242 100

V kategorii téhotensvi s nejistou prognézou bylo 5/12 (42%) ukonceno
s ohledem na prani pacientek: ve &tyfech pfipadech byl cytogeneticky nalez podporen
pozitivnim UTZ nalezem, vjednom pfipadé bylo téhotenstvi ukoneno na zakladé
anxiozity téhotné (mozaicka forma 46, XY, der (4), negativni UTZ nalez). Ostatni
pacientky v této kategorii pokraCovaly v téhotenstvi po genetické konzultaci a
normalnim UTZ nalezu do terminu porodu (7 pfipadu). Vysledek téhotenstvi je znam u
2 téchto pfipadd, kdy bylo hldSeno narozeni 2 déti bez kongenitalnich defektd. 5
téhotenstvi ukonCenych v kategorii téhotenstvi s nejistou prognézou, spolec¢né s 175
pfipady pozitivné testovanych v kategorii CHAs diagnostikovatelnych RAD a 10 pfipadu
z kategorie nebalancovanych CHAs tvofilo soubor 190 klinicky signifikantnich CHAs.

QF-PCR test, testujici chromozomy 13, 18, 21, X a Y detekoval 91,5% CHAs
(130/142) signifikantnich CHAs v souboru 2906 testovanych vzorkd. V kategorii
testované pouze na trizomii chromozomu 21 bylo zachyceno 87,5% (42/48)
signifikantnich CHAs. Detailni klinické informace o vSech klinicky signifikantnich CHAs
nedetekovanych metodou QF-PCR vtomto souboru byl publikovan v Putzova et al.
2008 (P1).

Na zakladé téchto vysledku byla také stanovena heterozygozita jednotlivych
pouzitych STR markert a sestaven novy diagnosticky set STR markert tak, aby bylo
snizeno na minimum riziko neinformativniho vysledku. Tento diagnosticky set je v naSi
laboratofi (Gennet, Praha) aplikovan od Unora 2007. Metodika sestaveni setu a prvni
vysledky ziskané na 960 klinickych vzorcich budou publikovany zanedlouho (Putzova et

al. Prenat Diagn, in press, P2). Informace o vybranych STR markerech pouZzitych
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v novém diagnostickém setu jsou shrnuty vtabulce €. 3, umisténi vybranych STR
lokusU na vySetfovanych chromozémech viz obr. €. 6.

Tabulka 3 : SloZeni nového diagnostického setu STR markerd (OmniPlex)

Velikost v bp Heterozygozita . Umisténi na
Pocet alel

Marker min max uvadéna  detekovana chromozomu

D13S258 280 339 0.875 0.876 21 13921.33-g22.1
D13S305 438 474 0.75 0.809 11 13g13.3
13 D13S628 444 482 0.688 0.782 12 13g31.1
D13S631 164 184 0.938 0.827 8 13g32.1
D13S742 392 439 0.75 0.891 24 13qg12.12
D18S1002 104 132 0.812 0.788 12 18q11.2
D18S386 309 370 0.875 0.956 35 18922.1
18 D18S391 138 156 0.75 0.636 6 18p11.31
D18S51 197 243 0.889 0.827 13 18921.33
D18S535 180 207 0.76 0.782 9 18q12.3
D21S11 219 259 0.9 0.9 16 21g21.1
D21S1411 348 498 0.933 0.909 15 21922.3
21 D21S1412 273 329 0.8 0.908 28 21922.2
D21S1432 152 177 0.65 0.709 10 21g21.1
D21S1435 389 430 0.81 0.755 10 21021.3
D21S1437 449 478 0.785 0.818 14 21921.1

AMX/AMY 109 114 - Xp22.2/Ypll.2
DXS1189 258 287 0.8 0.836 15 Xp22.2
DXS7424 186 210 0.819 0.845 13 Xqg22.1
XY DXS8377 393 447 0.95 0.966 19 X028
DXS981 349 365 0.86 0.83 12 Xql3.1
SRY 110 - Yp11.31
X22 207 250 0.825 0.818 11 Xq28/Yqgl2
XHPRT 269 293 0.779 0.765 10 Xq26.2
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Obr. 6: Umisténi vybranych STR lokusti na vySetfovanych chromozémech. Cerné jsou
zobrazeny markery, které jsou obsaZzeny v nové sestaveném vySetfovacim setu, modfe

markery obsazené v nadstavbovych setech.

Na zakladé naSich zkuSenosti (Putzova et al. 2008 (P1)) je pomér hrotl kromé
vstupniho DNA templéatu zavisly také na vzdalenosti hodnocenych alel a to v disledku
preferenéni amplifiakce kratSich alel pfi PCR. Poméry hrotl, které jsme hodnotili jako
prikazné trizomické a takové, které jsme hodnotili jako neprikazné jsou shrnuty

v nasledujicich tabulkach (Tab. €. 4 a 5).

Tabulka 4 : Pomérova kritéria dialelickych markeru.

Pomér 1:2 Nepr tikazny 1:1 Nepr tikazny 2:1
Vzdalenost hrotd <0,65 0,65-0,74 0,75-1,44 1,45-1,80 >1,80
<24 bp
VZda':Z”fELhmt“ <0,65 0,65-0,74 0,75-1,54 1,55-1,80 >1,80
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Tabulka 5 : Pomérova kritéria trialelickych marker(.

Pomér Nepr tikazny 1:1:1 Nepr Gkazny
Vzdalenost hrot(

<24 bp <0,74 0,75-1,44 >1,45
Vzdalenost hrott

>24 bp <0,74 0,75-1,54 >1,55

Hodnoty <1:0,7 a =1:1,4 neposkytuji spolehlivy vysledek a vySetfeni je v takovém
pfipadé nutné opakovat. Poméry hrotd menSi nez 0,25 a vétSi nez 4 byly hodnoceny
jako PCR artefakty a anylyza byla provedena znovu.

Na obrazku €. 7 a 8 jsou uvedeny pfiklady vysledk( vySetfeni metodou QF-PCR
ziskanych pomoci nové sestaveného zakladniho setu STR markeru.
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ot | l fl L 1
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a0 130 70 20 250 230 330 370 410 450 430

: T I !

Obrazek 7. Priklad vysledku vySetfeni QF-PCR pomoci nové sestaveného setu STR
marker(. Délky fragmentd jsou (vbp) uvedeny na horizontalni ose, arbitrarni
fluorescenéni jednotky jsou uvedeny na vertikalni ose. STR markery jsou identifikovany
na zakladé fluoresce€niho znaceni a délky fragmentu. Karyotyp vySetfovaného plodu
47, XY + 21: produkty markerl D21S1432 a D21S1411 vykazuji pomér hrotd 2:1,
markery D21S1435, D21S1437, D21S11 vykazuji 3 hroty v poméru 1:1:1. Vysledek
markeru D21S1412 vykazuje neinformativni vysledek.
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Obrazek 8: Prukaz monozomie chromozomu X (karyotyp 45, X) na zakladé vySetreni

metodou QF-PCR. Marker AMX/Y vykazuje pouze X-specificky produkt, ostatni X-

specifické markery vykazuji pouze 1 hrot.

Soucasné bhyla vytvofena soustava nadstavbovych markerd vhodnych k
samostatnému testovani jednotlivych chromozom(. Tyto sety jsou vyuzivany (1)
k samostatnému testovani jednotlivych chromozomu v pfipadé potfeby ovéreni
patologického vysledku zjisténého zakladnim setem STR markeru; (2) k samostatnému
testovani jednotlivych chromozomu v pfipadé nedostate¢né informativniho vysledku
konkrétniho chromozomu po vySetfeni zakladnim setem STR marker(. Nadstavbové
sety byly konstruovany tak, Ze obsahuji vSechny STR markery na testovany chromozom
obsazené v zakladnim setu a 4-7 vybranych nadstavbovych markera.

Jednotlivé markery pouzité v nadstavbovych setech jsou charakterizovany
v tabulce €. 6. Na obrazcich 9 - 13 uvadim pfiklady vySetfeni pomoci nadstavbovych

setd STR markerl specifickych pro jednotlivé vySetfované chromozdémy.
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Tabulka 6 : Koncept setd nadstavbovych markerd, slouZicich k ovéfeni patologickych

nalezt jednotlivych testovanych chromozom a k dovySetfeni vzorkl v pfipadé

neinformativity

Chromozomy X a'Y

Velikost v bp Heterozygozita . L e .
Znaceni Umisténi na chromozomu
Marker min max uvadéna detekovana
XIY  AMX/AMY 109 114 - Pet Xp22.2/Ypl11.2
DXS1189 258 287 0,8 0,816 Ned Xp22.2
DXS7424 186 210 0,819 0,845 Vic Xg22.1
DXS8377 393 447 0,95 0,966 Pet X028
DXS981 349 365 0,86 0,83 6-Fam Xgl3.1
SRY 110 - 6-Fam Yp11.31
X22 207 250 0,825 0,818 Pet Xqg28/Yql2
XHPRT 269 293 0,779 0,765 6-Fam Xg26.2
Nadstavbové markery
X/Y DXYS218 N/A 280 0.74 N/A Vic Xp22.32/Ypll.3
DXS6814 N/A 156 0.73 N/A 6-Fam Xp22.33/Ypl1.32
DXYS267 N/A 250 0.87 N/A 6-Fam Xg21.31/Yp11.31
X DXS1187 N/A 144 0.75 N/A Vic X(g26.2
DXS6809 N/A 335 0.74 N/A Pet Xg21.33
DXS6803 N/A 381 0.86 N/A Ned Xq21.31
DXS996 130 168 0.82 0.906 Ned Xp22.3
Chromozom 13
V_ehkost v bp Heterozygozita Znaceni Umisténi na chromozomu
Marker min max uvadéna detekovana
13 D13S258 280 339 0,875 0,873 Pet 13g21.33-g22.1
D13S305 438 474 0,75 0,809 Vic 13qg13.3
D13S628 444 482 0,688 0,782 Ned 13g31.1
D13S631 164 184 0,938 0,827 Pet 13g32.1
D13S742 392 439 0,75 0,891 Ned 13g12.12
Nadstavbové markery
D13S634 380 440 0.81 0.836 6-Fam 13g21.33
D13S762 N/A 200 N/A N/A 6-Fam 13g31.3
D13S788 N/A 278 N/A N/A Vic 13g14.3
D13S1817 N/A 216 N/A N/A Ned 13g21.1
Chromozom 18
V_ehkost v bp Heterozygozita Znaceni Umisténi na chromozomu
Marker min max uvadéna detekovana
18 D18S1002 104 132 0,812 0,827 Ned 18qg11.2
D18S386 309 370 0,875 0,936 Ned 18g22.1
D18S391 138 156 0,75 0,636 Vic 18p11.31
D18S51 197 243 0,889 0,827 6-Fam 18g21.33
D18S535 180 207 0,76 0,782 Ned 18g12.3
Nadstavbové markery
D18S879 N/A 250 0.86 N/A Vic 18g22.3
D18S978 N/A 217 0.77 N/A Pet 18g12.3
D18S858 N/A 320 N/A N/A Pet 18g21.31
D18S1367 N/A 165 0.74 N/A 6-Fam 18g22.1
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Chromozom 21

Velikost v bp Heterozygozita P o
) Znaceni Umisténi na chromozomu
Marker min max uvaddéna  detekovana
21 D21s11 219 259 0,9 0,9 Vic 21g21.1
D21S1411 348 498 0,933 0,909 Vic 21922.3
D21S1412 273 329 0,8 0,9 Vic 21922.2
D21S1432 152 177 0,65 0,709 6-Fam 21g21.1
D21S1435 389 430 0,81 0,755 6-Fam 21021.3
D21S1437 449 478 0,785 0,818 6-Fam 21g21.1
Nadstavbové markery
D21S1446  N/A 300 0.78 0.769 Pet 21922.3
D21S1270  N/A 275 N/A N/A Ned 21g22.11
D21S2055 N/A 422 N/A N/A Ned 21g22.2
D21S1444  N/A 240 N/A N/A Pet 21922.13
o . o i )
;;BSIIS-’ 160 l ‘DXSTA‘ZZ:D l 240 220 360 400 aan
=R | I R
] . . ! ’
n I . I
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120 160 200 240 250 320 360 400 440
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Obrazek 9: Priklad vysledku vySetfeni QF-PCR pomoci nové sestaveného
nadstavbového setu STR markerl specifickych pro pohlavni chromozomy. Délky
fragmentt jsou (v bp) uvedeny na horizontalni ose, arbitrarni fluorescenéni jednotky
jsou uvedeny na vertikalni ose. STR markery jsou identifikovany na z&kladé
fluorescecniho znaceni a délky fragmentu. Karyotyp vySetfovaného plodu je 47, XXX:
produkty X- specifickych markert a marker( v pseudoautozomalnich oblastech vykazuiji
pomér hrotl 2:1, nebo 3 hroty v poméru 1:1:1, zatim co Y - specifické fragmenty (AMY

a SRY) nejsou detekovany.
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Obrazek 10: Priklad vysledku vySetfeni plodu 45,X metodu QF-PCR pomoci stejného

nadstavbového setu STR marker( specifickych pro pohlavni chromozomy jako na obr.
9. VSechny produkty X- specifickych markerd a markerl v pseudoautozomalnich

oblastech vykazuji monoalelicky nalez, Y - specifické fragmenty (AMY a SRY) nejsou

detekovany
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Obrazek 11: Priklad vysledku vySetfeni QF-PCR pomoci nové sestaveného
nadstavbového setu STR markerd specifickych pro chromozom 13. Karyotyp
vySetfovaného plodu je 47,XX, + 13: produkty vSech marker( vykazuji pomér hrotl 2:1,

nebo 3 hroty v poméru 1:1:1.
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Priklad vysledku vySetfeni

QF-PCR pomoci

nové sestaveného

nadstavbového setu STR markerd specifickych pro chromozom 18. Karyotyp

vySetfovaného plodu je 47,XX, + 18: produkty vSech marker vykazuji pomér hrota 2:1,

nebo 3 hroty v poméru 1:1:1.
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Obrazek 13:

Pfiklad vysledku vySetfeni

QF-PCR pomoci

nové sestaveného

nadstavbového setu STR markerd specifickych pro chromozom 21. Karyotyp

vySetfovaného plodu je 47,XY, + 21: produkty vSech marker( (kromé neinformativniho

D21S2055) vykazuji pomér hrotl 2:1, nebo 3 hroty v poméru 1:1:1.
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5. Diskuze

Tato disertacni prace je vénovana problematice vySetfovaci metody QF-PCR, jeji
optimalizaci, standardizaci a moZznostem jejiho vyuziti v prenatalni a postnatalni
diagnostice nej¢astéjSich aneuploidii.

V Uvodni Casti prace byly testovany dfive publikované multiplexni sety STR
markerd na velkém mnozstvi klinickych vzorkd. Vzhledem k faktu, Ze metoda QF-PCR
se v CR neprovadi jako samostatné vysetieni, ale je ve v3ech indikovanych pfipadech
soucasti dualniho testovani karyotypu plodu v riziku chromozomalni aberace, testovali
jsme moznost vySetfovat v pfisné indikovanych pfipadech pouze chromozom 21
(zvySené riziko Downova syndromu zjisténé na nakladé vysledku druhotrimestralniho
biochemického screeningu s negativnim UTZ nalezem). Vysledky tohoto pfistupu jsme

publikovali v European Journal of Medical Genetics (P1).

V druhé c&asti disertacni prace byla feSena moznost optimalizace a rozSifeni
spektra vySetfovacich markert tak, aby byla zvySena informativita a tim i efektivita
vySetfeni. Vychazeli jsme z faktu, Ze informativita (heterozygozita) jednotlivych STR
marker( se v jednotlivych populacich mize vice & méné liSit (Sacchetti 1999), pfi
sestavovani nového diagnostického setu jsme tedy vychazeli z heterozygozit skutec¢né
zjisténych v €eské populaci na celkem 2 906 prenatalné testovanych vzorcich. Nami
zjisténé informativity jednotlivych testovanych STR markerld a postup pfi vybéru
markerl do nového multiplexniho setu byl popsan a bude zanedlouho publikovan v
Pranatal Diagnosis (P2). Nad ramec tohoto publikovaného setu byl vytvofen komplex
nadstavbovych STR marker(l, které jsou pouzivany k ovéreni patologického vysledku
zjisténého zakladnim setem STR marker( a ve vyjmeénych pfipadech (cca 0,3% vSech
testovanych vzorkd) kdoplnéni vySetfeni v pfipadé, Ze byl na nékterém
z vySetfovanych chromozomu ziskan informativni vysledek pouze na jediném STR

markeru.

Vyhodou téchto nadstavbovych setl je, Ze jsou konstruovany tak, Ze se v nich
opakuji vSechny STR markery specifické pro konkrétni analyzovany chromozom
v zakladnim setu a navic obsahuji nejméné 4 dalSi vysoce informativni STR markery.
Tento pfistup vyrazné zvySuje moznost spolehlivého stanoveni diagnozy i v pfipadé

nedostate¢né informativity STR markert v zakladnim setu markeru.
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Kvalitni pokryti vySetfovanych chromozomud co nejvétSim pocétem dostupnych
vySetfovacich STR markerl umoznuje detekci nejen kompletnich aneuploidii, ale také
submikroskopickych duplikaci ¢i deleci (Verma et al. 1998), které neni mozné
diagnostikovat jinymi molekularné cytogenetickymi metodami jako jsou napfiklad FISH,
PRINS & CGH. QF-PCR ma v porovnani s témito metodami vysSi rozliSovaci
schopnost, kterd se pohybuje na arovni 200 - 500 part bazi. Tato citlivost muze byt
povazovana za vyhodnou, velmi ¢asto se vSak jedna o varianty bez fenotypového
vyznamu, protoze pouzivané STR polymorfni markery se nachazeji prevazné
v nekddujicich oblastech. V pfipadé zjisténé vysoké frekvence submikroskopickych
duplikaci je vyhodnéjSi takovy marker z analyzy vypustit. V pfipadé patologického
nalezu je nutné vzdy vysetfit periferni krve obou rodi¢l. Srovnavaci analyza umozni
Zjistit, zda stejnou variantu nese néktery z rodi¢u (pak je povazovana za variantu bez
fenotypového vyznamu). V pfipadé, Ze stejna varianta u rodi¢a zjisténa neni, je velmi

tézké jeji dusledky v pfipadé prenatalniho vySetfeni interpretovat.

Vysledky studie potvrzuji, Zze pro amplifikaci metodou QF-PCR by mély byt
pouzity vyhradné tetranukleotidové &i pentanukleotidové markery. Jsou stabilngjSi a pfi
jejich amplifikaci nedochazi ke sklouzavani DNA polymerazy tak jako je tomu u
dinukleotidovych markert (Utah Marker Development Group, 1995).

Zaroven byly zavedeny markery slouzici k spolehlivé detekci vSech aneuploidii
pohlavnich chromozomu. Dfive doporuéena kombinace markerd AMX/Y, X22, P39 a
XHPRT (Cigriliano et al. 1999, Sherlock et al. 1998) se ukazala jako zcela nedostate¢na
(viz. Putzova et al. 2008 (P1l)), kdy fada normalnich Zenskych plodu (az 0,5%)
vykazovala monoalelicky ndlez na vSech tfech markerech. Okamzité po tomto zjisténi
byl zaveden set publikovany Donaghue et al. 2003. Nami nové sestaveny set
diagnostickych markerll obsahuje dostateény pocet STR markerl specifickych
k chromozomim X a Y a umoZiuje detekci vSech variant aneuploidii pohlavnich
chromozomd, véetné 47,XYY, 47 XXX, 47,XXY a izochromozomu X, které pomoci set(
uzivanych prfed rokem 2002 nebylo mozné detekovat. Velmi se osvédcilo zavedeni
amelogeninového markeru pouzivaného v kriminalistice (Sullivan et al. 1993), ktery
mapuje deleci o velikosti 6 part bazi, ktera se nachazi v amelogeninovém genu na
chromozomu X. Pfi pouziti tohoto markeru maji amplifikované fragmenty délky 106 paru
bazi pfi amplifikaci z chromozomu X a 112 paru bazi pfi amplifikaci z chromozomu Y.

Ve vSech feSenych pfipadech byl vysledek vySetfeni kazdého vySetfovaného
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chromozomu uzavien nejméné na zékladé vysledku dvou plné informativnich STR
marker(, protoZe jeden marker nezaru€uje stanoveni dostate¢né spolehlivé diagndzy
(Pertl, Ustni sdéleni). Kazdy patologicky vysledek byl ovéfen dvéma nezavislymi
vySetfenimi.

Dfive pouzivany AMXY marker byl ponechan pouze vsetu pro analyzu
chromozomu 21. Tento marker s alelami (AMY - 250bp, AMX - 432 bp) neumozriuje
detekci aneuploidii pohlavnich chromozomi a umoZiuje pouze stanoveni pohlavi

plodu.

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

Pokud je to nutné, pfi vySetieni celé nuklearni rodiny, QF-PCR muZze poskytnout
doplfujici informace o vzniku nondisjunkce a rodiCovském puvodu nadbyteéného
chromozomu. Tato metoda je vhodna rovnéz pro ovéfeni uniparentalni dizomie (v€etné
rozliSeni uniparentalni heterodizomie vzniklé v prvnim meiotickém déleni od
uniparentalni izodizomie vzniklé v druhém meiotickém déleni) a lze ji pouzit i pro

zjistovani zygozity dvojcat.

PFi analyze vzorku CVS a pfi analyze PV s makroskopicky patrnou kontaminaci
Cerstvou krvi doporucujeme analyzovat spole¢né se vzorkem zaroveri DNA z periferni
krve matky. Na zakladé srovnani profild je mozné vylouit & potvrdit kontaminaci
biologickym materidlem matky v dusledku invazivniho odbéru PV & CVS. V ostatnich
pfipadech neni zpravidla srovnavaci analyza s DNA matky ¢i otce nutna. Vyjimkou je
zjisténi mikroskopické duplikace v prenatalnim vzorku v nékterém z analzyovanych
STR, jak bylo zminéno dfive. Jedna se zpravidla o polymorfismus bez fenotypového

projevu, v takovém pripadé je vSak nanejvyS vhodné provést analyzu pfisluSnym STR

-48 -



markerem u obou rodi€a.

V souCasné dobé je metoda QF-PCR vyuZivana predevSim pro prenataini
diagnostiku u téhotenstvi, ktera maji vysoké riziko chromozomalnich aberaci, nebo v
pripadé, kdy je nutné zjistit pohlavi plodu v ¢asném stadiu t€hotenstvi pfi ohrozeni
recesivni X - vazanou chorobou. V neposledni fadé je indikovano v pfipadech, kdy je
nutné velice rychle rozhodnout o dalSim osudu gravidity pfi ohroZeni zdravi téhotné ci
plodu. Doplnéni vysledkl QF-PCR kompletnim cytogenetickym vySetfenim karyotypu je
nezbytné nutné v pfipadech, kdy jsou zaveéry vySetieni QF-PCR v rozporu s nalezem
téZkych vrozenych vyvojovych vad zjiSténych ultrazvukovym vySetienim.

V porovnani s metodou FISH, ktera dfive byla velmi ¢aso vyuzivanou metodou
vySetfovanych chromozom. Bylo zjisténo, Ze FISH nedosahuje svou spolehlivosti pfi
vySetfeni klidovych jader efektivity chromozomalniho vySetfeni (Gersen 1995). V
Cerstvé odebranych vzorcich plodové vody nelze metodou FISH, na rozdil od QF-PCR,
vylougit riziko vySetfeni matefskych bunék, s nimZz je nutno pocitat az ve 20 %
Cerstvych vzorkd a v 0,2 % bunéénych kultur amniocytd (Winsor et al. 1996). Pfi
hodnoceni vysledkl vySetfeni metodou FISH je nutné pocitat s moznosti nepfesného
hodnoceni fluorescencnich signali. Mohou se prekryvat, jsou ovlivnény velikosti jadra,
prostorovou lokalizaci signdlu v jadfe a stupném dekondenzace chromatinu (Robson a
Smith 1995). Bryndorf et al. (1997) potvrdili, Ze spolehlivost metody FISH pfi detekci
aneuploidii v interfazickych jadrech nedosahuje 90 %. Je vSak nutné zminit, Ze metoda
FISH na rozdil od metody QF-PCR umozZziiuje detekovat mozaikové formy trizomie.

Metoda QF-PCR umoznuje zjistit rodi€ovsky plvod nadbyteéného
chromozomu a ¢asové lokalizovat vznik nondisjunkce, coZ umozZnuje nejen vyrazné
ZlepSit genetické poradenstvi u rizikovych rodin, ale také lépe porozumét patogenezi
nejCastéjSich aneuploidii. V neposledni fadé je metoda vhodna k detekci uniparentalni
dizomie.

VySetfeni metodou QF-PCR vyZaduje pouziti dostate¢ného poctu STR markert
na vSech vySetfovanych chromozomech. Ke stanoveni spravné diagnozy je nutna i

spravna interpretace obrazu, ktery poskytuji.

V literatufe se jiz dlouho diskutuje 0 moznosti, Zze by QF-PCR pomohlo redukovat
potfebu konvenéni cytogenetické analyzy pouze na pfisné indikované pfipady.
Retrospektivni analyzy (Chitty et al. 2006, Kagan et al. 2007) naznacuiji, Ze indikaci,

ktera by méla mit nejvétsi vahu pfi rozhodovani o tom, zda by QF-PCR mélo byt
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doplnéno o cytogenetické vySetfeni celého karyotypu je UTZ vySetfeni plodu. V pfipadé
patologického UTZ nélezu by méla byt karyotypyzace provedena. UK je zatim jedin&
zemé, kde je QF-PCR aplikovano na vSechny invazivné testované vzorky jako
samostatné indikované vySetfeni a pouze u pacientek s patologickym ultrazvukovym
nalezem je doplnéno vySetfeni karyotypu. Hlavnim ddvodem je Uspora finanénich
prostfedkd U.K. National Health Service. Karyotypizace je provadéna jen u cca 15%
vSech invazivné odebranych vzorkd a riziko faleSné negativniho vysledku je u
téhotenstvi bez UTZ nélezu pouze 1 na pfiblizné 1 500 provedenych QF-PCR vySetfeni
(Grimshaw et al. 2003, Ogilvie et al. 2005).

Objevuji se vSak i prace, které varuji pfed zvySenym vyskytem postizenych
novorozencl, jejichz narozeni by bylo mozné predejit v pfipadé provedeni
karyotypizace u vSech pacientek (Caine et al. 2005, Wolstenholme 1998, Adinolfi et al.
2001a, Mann et al. 2001, Ogilvie et al. 2003, 2005, Leung et al. 2003, Wenstrom 2003,
Grimshaw et al. 2003, Nicolini et al. 2004, Cirigliano et al. 2005).

Na zakladé retrospektivni analyzy naSich dat zlet 2002-2007 jsme dosli
k podobnym vysledkim. Riziko faleSné negativniho vysledku v naSem souboru by pfi
testovani chromozom( 13, 18, 21, X a Y pouze metodou QF-PCR u téhotenstvi
s negativnim UTZ nélezem bylo 1 : 1 513 provedenych vySetfeni (Putzova et al. 2008
(P1)). To by vsak pfindSelo riziko pfiblizné tfech faleSné negativnich vysledkd pfi
prmérném rocnim poctu 4 000 prenatalnich vySetfeni v naSem centru. Z tohoto ddvodu
QF-PCR zlstava dopliikovou metodou u vysoce rizikovych téhotenstvi, po jejimz
provedeni s negativnim vysledkem zustava rezidualni riziko faleSné negativniho
vysledku nizké a tato skuteCnost poméha snizit psychickou zatéZz u anxioznich
pacientek, naopak pozitivni nalez pfi korespondujicim UTZ nalezu umozfiuje okamzity

management patologickych téhotenstvi.

Z dosazenych vysledkl vyplyva, Zze QF-PCR predstavuje vhodnou a spolehlivou
molekuldrné cytogenetickou metodu k rychlé diagnostice aneuploidii. Vysledky
diagnostiky metodou QF-PCR je mozné ziskat jiz do nékolika hodin po odbéru
biologického materialu, a proto je vyhodna pro feSeni akutnich geneticky rizikovych
pfipadd. VySetfeni metodou QF-PCR je v CR aplikovano jako soudast duélniho
testovani karyotypu, kdy je pouzivano predevsSim u pacientek s vysokym rizikem
chromozomalni aberace (=1:100), hlavné v pfipadech, kdy je vhodny rychly

management rizikové gravidity (pozitivni UTZ nalez, pozdni zachyt patologické

-850 -



gravidity).

VySetfeni je mozné spolehlivé provést z malého mnozstvi i nezivotaschopnych
bunék v pfipadech, kdy neni mozné proveést kultivaci s naslednym klasickym vySetfenim
karyotypu, nebo v pfipadé, kdy nelze cytogenetické vySetfeni provést z Casovych
ddvodu.
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6. Souhrn

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

chromozomalni aberaci.

QF-PCR test zaméfeny pouze na analyzu chromozomu 21 se ukazal jako
ekonomicka a Klinicky akceptovatelnd soucast screeningu Downova syndromu v 2.
trimestru. V pfipadé striktniho dodrZeni indikacnich kritérii (pozitivni biochemicky
screening a UTZ provedeny certifikovanym specialistou bez patologického nalezu) je
schopen detekovat az 87,5% signifikantnich chromozomalnich aberaci s kompletni

specifitou.

Na zékladé zjisténé informativity pouzitych STR markerd v naSi populaci se
podafilo sestavit diagnosticky set markerd svysokou informativitou, vcéetné
nadstavbovych setl marker( na jednotlivé testované chromozomy, ktery minimalizuje
riziko neinformativniho vysledku vySetfeni a umoznuje spolehlivou diagnostiku
chromozomalnich aberaci testovanych chromozomu, v€éetné monozomie X, ktera byla

pfi pouZziti nedostateéného poctu markerd problematicka.

Z dosazenych vysledkl vyplyva, Ze QF-PCR predstavuje vhodnou a spolehlivou

molekularné cytogenetickou metodu k rychlé diagnostice aneuploidii.
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7. Definice a terminologie

Aneuploidie
Marker

PCR produkt
PCR master mix
Primer
Primermix
QF-PCR
Multiplexni QF-

PCR
STR

pocetni odchylka chromozomd, ktera neni nasobkem haploidniho
poctu

specifikovana oblast na chromozomu

specificky usek DNA namnozeny pomoci PCR

smés chemikalii na PCR reakci pfed rozplnénim do jednotlivych
PCR zkumavek, tj. pfed pfidanim vzorku DNA

kratky Usek jednovlidknové DNA, slouzici K iniciaci
komplementarniho useku DNA pomoci DNA-polymerazy

smeés primeru F (forward) a R (reverse) pro vSechny vySetfované
STR markery

kvantitativni  fluorescenéni  polymerazova fetézova reakce;
umoznuje kvantifikaci ziskanych PCR produkt(; PCR produkty jsou
detekovany na zakladé fluorescenéniho znaceni

nékolikanasobna QF-PCR - tj. namnozZeni vice PCR produktd v
jedné PCR reakci, za pfitomnosti vice paru primert

.short tandem repeat” — kratkd tandemovéa repetice — opakovani
nékolika (nejcastéji 2-5) nukleotidl nékolikrat za sebou

syntézy

Seznam pouzitych zkratek

bp
CVS
PV
CHA
CHAs
DNA
SAB
TT
uTtz
RAD
N/A

pary bazi (base pairs)

vzorek choriové biopsie

vzorek plodové vody

chromozomalni aberace

chromozomalni aberace (mnozné ¢islo)

deoxyribonukleova kyselina

spontanni abortus (potrat)

tyden téhotenstvi

ultrazvukové vySetfeni plodu

rychla diagnostika aneuploidii (z angl. ,rapid aneuploidy detection®)
Gdaje, které jsou vnasem souboru zatim nedostateéné
charakterizované (z angl. ,not available®)
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