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Abstrakt

Fetdlne extracelularne nukleové kyseliny nachddzajice sa v materskej periférnej krvi
predstavuju perspektivny zdroj fetdlneho genetického materidlu pre neinvazivnu prenatidlnu
diagnostiku. M6zu byt’ vyuZité na rdzne diagnostické tcely, v klinickej praxi sa uz pouZivaji
na determindciu pohlavia a fetilneho RHD genotypu. Dal$imi aplikdciami st detekcia
komplikécii v tehotenstve, monogénnych poriich plodu a fetdlnych chromozomalnych
aneuploidii. MALDI-TOF hmotnostnd spektrometria, digitilna PCR a,,shotgun®
sekvenovanie si moderné molekuldrno-genetické metddy testované z hl'adiska ich uplatnenia
v neinvazivnej prenatdlnej diagnostike genetickych abnormalit plodu. Analyza pomocou
MALDI-TOF hmotnostnej spektrometrie sa zameriava na detekciu fetdlnych aneuploidii
z nukleovych kyselin Specifickych pre plod, ktoré sa daju odliSit’ od materskej extracelularne;j
DNA a RNA nachddzajicej sa v krvnej plazme — je to mRNA génov exprimovanych
vyhradne v bunkich placenty a fetdlne-Specificky metylovand DNA. Stanovuje sa pomer
mnoZstva dvoch alel toho ist¢ého génu nachddzajiceho sa na sledovanom chromozéme
odliSenych na zdklade SNP, preto je tento postup obmedzeny na plody heterozygotné pre
dany SNP. Meranie relativnej chromozomadlnej ddvky na detekciu aneuploidii vyuZivajice
digitilnu PCR je nezdvislé na polymorfizmoch a zdroven nevyZaduje rozliSenie materskej
a fetdlnej DNA. Je stanoveny pomer celkovej extracelularnej DNA (materskej aj fetdlnej)
danych lokusov z potencidlne trizomického a referenéného chromozému. Na detekciu
monogénne dedi¢nych porich moézu slazit' analogické postupy vyuzivajice MALDI-TOF
hmotnostni spektrometriu a digitdlnu PCR. Aneuploidie mdzu byt tieZ detegované metddou
,,shotgun‘ sekvenovanie, nezavislou na akomkol'vek lokuse a vyuZivajicou teoreticky vsetky
sekvencie pochddzajiice zo $tudovaného chromozému. Ziadny z tychto postupov zatial’ nie je
vhodny na aplikdciu v klinickej praxi, ale za predpokladu navrhovanych vylepseni a testovani
na viacSom pocte vzoriek by ich aplikdcia mohla byt v budicnosti mozna. Invazivne met6dy
predstavujice riziko pre plod by tak mohli byt nahradené bezpecnejSou neinvazivnou

prenatdlnou diagnostikou.
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Abstract

Cell-free fetal nucleic acids in maternal blood circulation constitute a perspective source of
fetal genetic material for noninvasive prenatal diagnosis. It can be used for various diagnostic
purposes, for example tests for fetal sex determination and fetal RhD status prediction are
already being used in clinical practice. Other possible applications are detection of pregnancy-
related disorders, fetal monogenic diseases and fetal chromosomal aneuploidies. MALDI-
TOF mass spectrometry, digital PCR and shotgun sequencing are modern molecular genetic
methods being tested for their potential use in noninvasive prenatal diagnosis of fetal genetic
abnormalities. Analysis through the use of MALDI-TOF mass spectrometry targets a fetal-
specific subset of nucleic acids in maternal plasma background, e.g. placental mRNA and
DNA with fetal-specific methylation pattern, to detect fetal aneuploidy. This approach asseses
allelic ratio using SNPs in a locus within analyzed chromosome therefore it can be used only
for fetuses heterozygous for the analyzed SNPs. Detection of fetal aneuploidies by
measurement of relative chromosome dosage through the use of digital PCR is
polymorphism-independent and furthermore does not require determination of fetal-specific
sequences. It measures total amount of cell-free DNA (maternal and fetal) of specific locus on
a potentially aneuploid chromosome and compares it to that on a reference chromosome.
Analogous approaches using MALDI-TOF mass spectrometry and digital PCR can be applied
for detection of monogenic diseases. Shotgun sequencing is a locus-independent approach
also suitable for detection of aneuploidies. Amount of potentially aneuploid chromosome can
be determined by measurement of all sequences originating from that chromosome. None of
these methods is applicable for clinical practice yet, but their future application is possible
after proposed improvements are done and tested on adequate number of samples. It would
lead to replacement of invasive methods that constitute a finite risk for fetus by safer

noninvasive prenatal diagnosis.
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Zoznam skratiek
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cffDNA,cffRNA
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ddT, ddA
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PEA
PCR
RCD

RhD, RHD
RMD

RNA-SNP AR

SABER assay
SNP

SPRT

STD
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ZFX, ZFY

allelic ratio (alelicky pomer - pomer mnozstva odlisSnych alel jedného lokusu)
cell-free fetal DNA, RNA (extracelularna fetilna DNA, RNA)
deoxynukleozidtrifosfat, deoxyguanozintrifosfat

dideoxytymin, dideoxyadenin

dideoxynukleozidtrifosfat

dideoxyadenozintrifosfat

dideoxycytidintrifosfat

dideoxyguanozintrifosfat

dideoxytymidintrifosfat

epigenetic allelic ratio (epigeneticky alelicky pomer - determindcia AR na
zaklade SNPs za predpokladu epigenetického odliSenia fetdlnej a materskej
extracelularnej DNA)

homogenous MassEXTEND assay (typ PEA)

matrix-assisted laser desorption/ionisation time-of-flight mass spectrometry
(MALDI-TOF hmotnostna spektrometria)

nucleic acid size selection (selekcia nukleovych kyselin podla velkosti -
metdda na zvySenie frakcie cffDNA)

noninvasive prenatal diagnosis (neinvazivna prenatdlna diagnostika)

primer extension assay (postup, kedy dochadza k predlZovaniu primeru)
polymerase chain reaction (polymerazova retazova reakcia)

relative chromosome dosage (relativna chromozomdlna ddvka - porovnanie
mnozstva sekvencii DNA Studovaného a referenéného chromozému)

Rhesus D faktor, gén (urcujici typ krvnej skupiny)

relative mutation dosage (relativha mutacnd ddvka - pomer mnoZstva
normalnej a mutovane;j alely

RNA-SNP allelic ratio (RNA-SNP alelicky pomer - pomer mnoZstva mRNA

jedného lokusu)

transkribovanych z alel jedného lokusu rozliSenych na zdklade rozdielnych
SNPs)

single-allele base extension reaction assay (typ PEA)

single nucleotide polymorphism (jednonukleotidovy polymorfizmus)
sequential probability ratio test (test pomeru sekvencnej pravdepodobnosti)
sequence tag density (hustota sekvencnych znaciek)

short tandem repeat (kratka tandemov4 repeticia)

zinc-finger protein viazany na chromozéom X, Y
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Uvod

Prenatdlna diagnostika je v sicasnosti nevyhnutnou sucast'ou lekarskej praxe v oblasti
starostlivosti o plod pocas tehotenstva. Jej dlohou je detekcia vrodenych chorob este pred
narodenim dietata. Ide o stibor roznych vysetreni, ktoré sa rozdel'uji na Standardny skrining
absolvovany kaZdou gravidnou Zenou a pravu prenatdlnu diagnostiku odporticand v pripade
zvySeného rizika abnormalit u plodu. SliZi na definitivne stanovenie diagndzy z fetdlneho
genetického materidlu. Medzi naj¢astejsie rizikové situdcie sa zarad’uje vek matky 35 a viac
rokov v Case koncepcie, genetické abnormality u rodicov alebo predchéddzajiicich potomkov,
ultrasonograficky zistené morfologické anomélie plodu a suspektné vysledky vySetrenia
biochemickych markerov zo séra matky. Na odber genetického materidlu plodu st
v sicasnosti vyuzivané dve hlavné metddy — biopsia choriovych klkov a amniocentéza.
Obidva tieto postupy su spojené s jednopercentnym rizikom potratu, preto sa kladie doraz na
vyvoj a aplikdciu neinvazivnych metéd prenatilnej diagnostiky.

Ako najperspektivnejSia metdda diagnostiky genetickych portdch plodu sa javi analyza
extraceluldrnych fetdlnych nukleovych kyselin cirkulujicich v materskom krvnom obehu.
Diagnéza plodu by tak mohla byt stanovend z niekol’kych mililitrov periférnej materskej krvi
bez akychkol'vek invazivnych zdsahov predstavujucich riziko pre plod. V sucasnosti sa uz
v klinickej praxi vyuZiva neinvazivna detekcia pohlavia plodu ajeho RHD genotypu, ale
rutinnd diagnostika fetdlnych monogénne dedi¢nych portich a fetdlnych chromozomalnych
aneuploidii z extracelularnych fetdlnych nukleovych kyselin doteraz nebola moZnd. AvSak
vel’ky potencidl v tejto oblasti diagnostiky maju tri moderné molekularno-genetické metody —
MALDI-TOF hmotnostna spektrometria, digitdlna PCR a ,,shotgun‘ sekvenovanie, preto som
sa rozhodla vo svojej bakalarskej praci popisat’ a zhodnotit’ ich perspektivne vyuZitie.

V prvej kapitole si popisané zakladné vlastnosti extracelularnej fetilnej DNA a RNA
v materskej krvi a v druhej kapitole su zhrnuté moznosti vyuzitia analyzy tychto nukleovych
kyselin na rézne diagnostické tcely. Nasledujice tri kapitoly si zamerané na uvedené
metddy, ich zdkladnd charakteristiku a vyskumné projekty testujice ich aplikdciu na
diagnostiku chromozomélnych aneuploidii a monogénnych portich plodu. Priestor je
venovany aj moznostiam vylepSenia tychto metéd pre ich uplatnenie v klinickej praxi. Vetky
tri uvedené metdédy su zatial v Stddiu vyvoja aexperimentdlneho testovania, ale za
predpokladu splnenia vSetkych podmienok na praktickd aplikdciu by bolo prvykriat mozné
rutinne neinvazivne detegovat’ fetdlne genetické abnormality priamo z fetdlnych nukleovych

kyselin pritomnych v materskej cirkulacii.



1. Extracelularne fetalne nukleové kyseliny

Prvd zmienka o pritomnosti extracelularnych nukleovych kyselin v ludskej krvi
pochiadza z roku 1948 (Mandel et Metais, 1948). Tomuto objavu nebola venovana takmer
Ziadna pozornost’ az do roku 1989, kedy boli detegované tumor-Specifické sekvencie DNA
vkrvnej plazme asére pacientov s rakovinou (Stroun er al, 1989). Dalsie vyskumy
pocas nasledujicich  rokov  potvrdili, Ze tumor-Specificki DNA sa nachddza
v nezanedbatelnom mnoZstve v krvnej plazme pacientov srdéznymi formami rakoviny
(Sorenson et al., 1994; Vasioukhin ef al., 1994; Chen et al., 1996; Nawroz et al., 1996). Tieto
poznatky spolu s podobnost’ou medzi rasticim plodom a nadorom viedli k objavu pritomnosti
extracelularnej fetdlnej DNA v krvnej plazme a sére zdravych gravidnych Zien na zdklade
detekcie pritomnosti fetdlnych DNA sekvencii Specifickych pre chromozém Y. Y-Specifickd
DNA bola detegovand v krvnej plazme v 80 % a v krvnom sére v 70 % pripadov gravidity
s plodom muzského pohlavia. V krvi Zien s plodom Zenského pohlavia a u Zien, ktoré neboli
tehotné, tieto sekvencie neboli pritomné (Lo et al., 1997). Neskor bola v materskej krvi
detegovand aj fetilna mRNA (Poon et al, 2000).

Extracelularna fetilna DNA (cffDNA - cell-free fetal DNA) a RNA (cffRNA — cell-
free fetal RNA) predstavuju v sicasnosti najperspektivnejsi zdroj fetdlneho genetického
materidlu pre neinvazivnu prenatdlnu diagnostiku (NIPD). Dalsie dva moZné zdroje su
intaktné fetalne bunky v materskej krvi a fetdlne bunky trofoblastu ziskané zo spodnej Casti
maternice alebo z cervikdlneho hlienu. Fetdlne bunky predstavuji len vel'mi mald frakciu zo
vsetkych buniek materskej krvi (priblizne 1 bunka na 1 ml materskej krvi v pripade gravidity
s euploidnym plodom) a preto sa ich nedari izolovat’ v dostato¢nej kvantite pre tspe$nu
diagnostiku. Ak je plod aneuploidny, mnozstvo fetdlnych buniek moze byt az 6-krat vicsie
(Bianchi et al., 1997). Vyskum v tejto oblasti vSak zatial’ nevedie k vhodnej metéde NIPD
s potencidlnym vyuZitim v lekdrskej praxi. Je to spdsobené aj tym, Ze fetdlne bunky
s vynimkou erytroblastov mozu pretrvavat’ v materskom krvnom obehu aj desiatky rokov po
porode, o mdze ovplyvnit’ vysledky diagnézy plodov v nasledujucich tehotenstvach (Bianchi
et al., 1996). Analyza fetdlnych trofoblastickych buniek z cervikdlneho hlienu pre dcely NIPD

zatial’ tiez nedosahuje dostato¢né vysledky pre uplatnenie v klinickej praxi.

1.1 Zakladna charakteristika cffDNA

Fetdlna extraceluldrna DNA je predstavovand fragmentami DNA nachéddzajicimi sa

v materskej periférnej krvi. Nie sud to celé chromozémy, ale naopak najmé kratke fragmenty,



z ktorych 80 % je krats$ich ako 193 bp (Chan et al, 2004). Najviac fragmentov sa nachddza vo
frakcii velkosti 100 — 300 bp, ojedinele aj vo frakcidch 500 — 700 a 700 — 900 bp
(Hromadnikova et al., 2006) Je v krvi detegovatelna od 4. tyzdna tehotenstva (Illanes et al.,
2007).

1.1.1 Mnozstvo cffDNA v krvnej plazme a sére

Hlavnou vyhodou cffDNA pre vyuZitie v NIPD v porovnani s intaktnymi fetdlnymi
bunkami je vicSie mnoZstvo DNA ziskané z rovnakého objemu materskej krvi. Na prvé
merania mnoZstva cffDNA a celkovej extracelularnej DNA v materskej krvi bola pouzita
kvantitativna polymerdzova ret'azova reakcia (PCR — polymerase chain reaction) v redlnom
Case (metdda popisand v Heid er al., 1996). Na zistenie mnozstva celkovej extracelularne;j
DNA (fetdlnej aj materskej) bola merand koncentracia B-globinovych sekvencii (Lo et al.,
1998). Vzorky krvi boli odoberané gravidnym Zendm v 11.-17. tyZdni a v 37.-43. tyZdni
gravidity. V krvnej plazme vSetkych gravidnych Zien bolo nameranych priemerne 3 466 kopii,
resp. genémovych ekvivalentov B-globinovych sekvencii v 1 ml materinskej krvi (medidn
1 594 képii/ml, rozsah 356 - 31 875 képii/ml) zatial' ¢o krvné sérum obsahuje vicsie
mnoZstvo extracelulairnej DNA — priemerne az 50 651 kopii/ml (medidn 34 688 kopii/ml,
rozsah 5 813 — 243 750 képii/ml). V krvnej plazme Zien v 11. az 17. tyzdni gravidity bolo
nameranych priemerne 986 kopii/ml a u Zien v 37. az 43. tyzdni gravidity priemerne 5 945
képii/ml, ¢o poukazuje na Statisticky vyznamny ndrast mnoZstva extraceluldrnej DNA
v priebehu tehotenstva (vSetky uvedené hodnoty podla Lo et al., 1998).

Na zistenie mnoZstva cffDNA bolo pouZité meranie koncentricie sekvencii
Specifickych pre SRY gén na chromozéme Y v krvi Zien s plodom muZského pohlavia (Lo et
al., 1998). Vsetky vzorky krvnej plazmy a séra Zien s plodom muZského pohlavia vykazovali
pozitivny signdl, zatial’ ¢o vSetky vzorky krvi Zien s plodom Zenského pohlavia nevykazovali
Ziadny signdl pre detegované sekvencie. Namerané vysledky su v tabulke ¢.1. Priemerné
mnoZzstvo sekvencii Specifickych pre SRY gén bolo 25,4 képii/ml v krvnej plazme a 28,7
kopii/ml v sére vo vzorkdch odobratych v 11. az 17. tyZdni gravidity a 292,2 képii/ml v krvnej
plazme a 342,1 vsére vo vzorkdch odobratych v 37. az 43. tyzdni gravidity. Vysledky
ukazuji, Ze rovnako ako mnoZstvo celkovej extraceluldrnej DNA, aj mnoZstvo cffDNA
Statisticky vyznamne stdpa v priebehu tehotenstva. Priemerna frakéna koncentracia cffDNA

z celkovej extracelularnej DNA v materskej krvi je v 11.-17. tyZdni tehotenstva v krvnej



plazme 3,4% a v krvnom sére 0,13%, v 37.-43. tyZdni v krvnej plazme 6,2% a v sére 1,0%

(vSetky uvedené hodnoty podl'a Lo ef al., 1998).

11.-17. tyZden gravidity 37.-43. tyzden gravidity
Plazma (k/ml) Sérum (k/ml) Plazma (k/ml) Sérum (k/ml)
Rozsah 3,3-694 4,0 -58,1 76,9 - 769 33,8-900
Priemer 25,4 28,7 2922 342,1
Medidn 20,6 19,5 2440 286.,0

Tabul’ka ¢.1 — MnoZstvo sekvencii Specifickych pre SRY gén v materskej krvi vyjadrené v pocte képii na 1 ml

(k/ml) materskej krvi (podl'a Lo et al., 1998)

Iné skupina tieZ zaznamenala pozitivnu koreldciu medzi mnozstvom cffDNA (merané
na zdklade koncentricie sekvencii génu SRY) a dizkou tehotenstva v rozmedzi 5. az 41.
tyZzdila. Nimi stanovené hodnoty boli v prvom trimestri 16,36, v druhom trimestri 21,06
a v tretom trimestri 79,40 kopii na 1 ml materskej krvi (Birch et al., 2005).

V novsich vyskumoch bolo porovniavané mnoZstvo cffDNA zistené kvantitativnou
PCR vredlnom case a mikrofluidnou digitdilnou PCR. V prvom pripade bola merand
koncentracia sekvencii f-globinu a génu SRY, v druhom pripade bolo mnoZstvo cffDNA
a celkovej extracelularnej DNA zistované na zdklade koncentracie sekvencii génov ZFX (gén
pre X-viazany zinc-finger protein) a ZFY (gén pre Y-viazany zinc-finger protein). Merania
boli robené v prvom (12.-14. tyzden), druhom (17.-22. tyzden) a tretom trimestri (38.-39.
tyzdenl) tehotenstva. Pomocou mikrofluidnej digitdlnej PCR bola priemernd hodnota frak¢ne;j
koncentracie cffDNA v prvom trimestri 9,7 %, v druhom trimestri 9,0 % a v tretom trimestri
20,4 %. Odpovedajice hodnoty stanovené kvantitativnou PCR v redlnom case si 4,8 %
v prvom, 4,1 % vdruhom a7,6 % vtretom trimestri. Vysledky ukazuji, Ze v kazdom
trimestri je frakénd koncentricia cffDNA signifikantne vyS$Sia (v prvom trimestri 2,0-krét,
v druhom trimestri 2,2-krdt a v tretom trimestri 2,7-krat) pri stanoveni mikrofluidnou
digitilnou PCR ako pri klasickom stanoveni kvantitativnou PCR v redlnom case. Pri
porovnani tychto dvoch metéd pomocou 20 merani umelo vytvorenej vzorky obsahujicej 7 %
muzskej DNA a 93% zZenskej DNA vyslo, Ze meranie koncentracie pomocou mikrofluidne;j
digitidlnej PCR je 3,1-krat presnejSie ako s pouZitim kvantitativnej PCR v redlnom case (Lun
et al., 2008a).

Viacero vyskumnych skupin sa zaoberalo hypotézou zvySenia hladinu celkovej
extracelularnej DNA aj cffDNA v materskej krvi pri chromozomélnych aneuploidach plodu

a komplikacidch pri tehotenstve, ako napriklad preeklampsia alebo predcasny pdrod (tejto




problematike sa venujui kapitoly 2.3 a2.5). Koncentricia celkovej extracelularnej DNA aj
cffDNA ale mdze vyrazne fluktuovat’ aj v kratkodobom ¢asovom horizonte. U tehotnych Zien
bol rozdiel medzi najnizSou a najvy$Sou nameranou hodnotou koncentricie celkovej
extraceluldrnej DNA pocas troch za sebou idicich dni 1,3-130,5-ndsobny (priemerne 13,5-
ndsobny). Rozdiel v koncentracii cffDNA bol v rovnakom ¢asovom useku priemerne 2,2-
ndsobny, v rozsahu od 1,4-ndsobku po 4,5-ndsobok (Zhong et al., 2000a). Vysledky tejto
Studie boli spochybnené analyzou vplyvu réznych metdd spracovania vzorky krvi na vysledni
koncentraciu celkovej extracelularnej DNA. Zhong et al. pouZzili metddu, ktord nie je schopna
odstranit’ vSetky bunky z krvnej plazmy a preto je vysledna fluktuacia nielen vysledkom
fluktuicie koncentracie extracelularnej DNA, ale aj mnozZstva buniek, ktoré z plazmy neboli
odstranené. Fluktuicia koncentricie cffDNA by ale nemala byt ovplyvnend, pretoZe ide
o DNA takmer vylucne extracelularnu, fetdlnych buniek je v materskej krvi z tohto hl'adiska

zanedbateI'né mnozstvo (Chiu et al., 2001).

1.1.2 Zdroj cffDNA

Zdrojom vicSiny cffDNA v materskej krvi si pravdepodobne placentirne bunky
trofoblastu podliehajiice apoptéze (Alberry et al., 2007). Pri porovnani koncentricie cffDNA
pri normdlnej a anembryondlnej gravidite, kedy je v maternici pritomny len gestacny vak
s placentou bez embrya, nebol zisteny Statisticky vyznamny rozdiel. cffDNA preto musi
pochadzat’ z buniek trofoblastu. Dalsie potencidlne zdroje s fetilne hematopoetické bunky
v materskej krvi a priamy prenos DNA. Pre placentdrny povod cffDNA sved¢i aj pritomnost
cffDNA pred ustanovenim fetomaterndlnej cirkuldcie, €iZe skor, ako sa do materskej krvi
dostant fetdlne bunky (Illanes et al., 2007) a jeden pripad plodu s mozaikou 45X/46XY, kedy
bunky trofoblastu boli karyotypicky vyluéne 45X a v materskom sére nebola detegovand
Ziadna extracelularna DNA Specifickd pre chromozém Y (Flori et al., 2004).
cffDNA, polovica molekdl je degradovand za 16,3 mintty. Rychly obrat a pomerne rychla
degradacia cffDNA po porode tiez poukazuju na placentu ako jej pravdepodobny zdroj (Lo et
al., 1999a). Fetalnych buniek je v materskej krvi priliS malo na vysvetlenie stanoveného
mnoZstva cffDNA a jej rychleho obratu (Alberry et al., 2007). TaktieZ nebola pozorovana
korelacia v koncentricii fetdlnych hematopoetickych buniek a cffDNA v materskej krvi, takze
tieto bunky su pravdepodobne len minoritnym zdrojom cffDNA (Zhong et al., 2002), rovnako
ako priamy prenos cffDNA do materskej krvi. Ten je predpokladany na zédklade vyskytu
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cffDNA aj v inych materskych tekutindch ako je krv, napr. v plodovej vode je jej koncentrécia

200-krét vyssia ako v krvnej plazme (Bianchi et al., 2001).

1.2 Zakladna charakteristika cffRNA

cffRNA je sibor mRNA transkriptov fetilneho povodu nachddzajicich sa
v extraceluldrnom prostredi. Zdrojom tejto mRNA st pravdepodobne fetdlne hematopoetické
bunky (Wataganara et al., 2004) a hlavne placenta — v materskej krvi bola zistend pritomnost’
fetalnych mRNA transkriptov génov exprimovanych v placente (Ng et al., 2003). V materske;j
krvnej plazme boli tiez zistené mRNA roznych génov dominantne alebo vylucne
exprimovanych vyvijajicim sa embryom, resp. plodom (Maron et al., 2007). Fetilna mRNA
mdze byt v materskej krvi detegovana od 4. tyzdna tehotenstva s medidanom polcasu Zivota 14
mindt. Na rozdiel od cffDNA sa mnoZstvo cffRNA s postupom tehotenstva nezvySuje, avSak
meni sa koncentracia mRNA transkriptov individudlnych génov (Chiu et al., 2006). Napriklad
koncentrdcia mRNA humdnneho placentirneho laktogénu sa pocas tehotenstva zvySuje
(v prvom trimestri bol namerany medidn koncentracie 2 671 kopii/ml, v druhom trimestri
4 784 kopii/ml av tretom trimestri 13 869 képii/ml) a naopak koncentracia mRNA f3-
podjednotky huménneho chorionového gonddotropinu sa zniZuje (v prvom trimestri bol
zisteny medidn koncentracie 1 205 képii/ml, v druhom a tretom trimestri O kopii/ml). Fetdlna
mRNA je v krvnej plazme nezvycajne stabilnd, predpoklada sa, Ze je stabilizovand vézbou na
membranové nebunkové partikuly arovnako ako cffDNA je pritomnd v apoptotickych

telieskach placentarneho trofoblastu (Ng et al., 2002).

2. Vyuzitie extracelularnych fetilnych nukleovych Kkyselin v prenatilnej

diagnostike

Na vyuZitie extracelularnych fetdlnych nukleovych kyselin na diagnostické ticely je
casto nevyhnutné ich odliSit od vyrazne prevazujicich materskych extracelularnych
nukleovych kyselin. Navyse, plod zdedil polovicu svojho gendmu od matky a tieto materské
a fetdlne fragmenty su preto sekvencne identické. NajjednoduchSie je preto detegovat
paterndlne zdedené dseky DNA, ktoré sa nevyskytuji v gendme matky, napriklad sekvencie
Specifické pre chromozém Y. Na odliSenie paterndlnych autozomdlnych sekvencii od
materndlnych mo6zu sldzit’ jednonukleotidové polymorfizmy (SNPs), rézne muticie a kratke

tandemové repeticie (STRs).
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Na identifikdciu fetdlnych nukleovych kyselin aich rozliSenie od materskych
fragmentov mdzu byt tiez vyuzité epigenetické modifikacie, napriklad rozdiely v metylacii
prométorov tych istych génov u matky a plodu. Gény, ktorych produkty st dolezité pre rast
avyvoj plodu mdézu byt metylované a tym umlcané u dospelych, zatial ¢o u plodu (aj
v bunkdch placenty fetdlneho pdvodu) su aktivne a preto metylované nie si. Moze to byt aj
naopak, kedy materské gény sui hypometylované a fetdlne hypermetylované. Takéto gény boli
zistené napr. na chromozéme 3 (Chan et al., 2006), 18 (Chim et al., 2005) a 21 (Chim et al.,
2008). Dalsou moznostou je detekcia mRNA transkribovanej z génov $pecificky aktivnych
v bunkdch placenty alebo plodu, pretoze tito mRNA nie je produkovand materskymi
bunkami. Prikladom takejto mRNA je PLAC4 mRNA transkribovana vylucne v placentdrnych
bunkéch fetdlneho pdvodu z génu na chromozéme 21 (Lo et al., 2007a).

Analyza fetdlnych extracelularnych nukleovych kyselin modze byt aplikovand na
niekol’ko hlavnych diagnostickych tucelov — determindcia pohlavia a Rhesus D (RHD)
genotypu plodu, detekcia monogénnych poridch, komplikicii v tehotenstve a fetdlnych
chromozomalnych aneuploidii. VyuZitie v klinickej praxi zatial nachddza len predikcia
fetdlneho RHD genotypu a pohlavia. NajcastejSie pouzivanou metddou je kvantitativna PCR
v redlnom &ase, ktord je dostatujica na spominané dva tcely, ale nespiiia podmienky
umoznujuce jej uplatnenie v klinickej diagnostike monogénnych portch a chromozomalnych
aneuploidii. Perspektivne sa javia iné molekuldrno-genetické metddy — matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF) hmotnostna spektrometria (MS), digitdlna

PCR a ,,shotgun‘ sekvenovanie. Tymto trom metédam budd venované samostatné kapitoly.

2.1 Determinacia pohlavia plodu

Tato diagnostickd aplikdcia je pomerne jednoduchd, pretoZe vyZzaduje len detekciu
pritomnosti, resp. nepritomnosti, fetdlnych sekvencii Specifickych pre chromozém Y. Pokial
si Y-Specifické sekvencie pritomné, plod je muzského pohlavia, ak pritomné nie su, plod je
pohlavia Zenského alebo ide o falosne negativny vysledok spdsobeny nedetegovatelnou
koncentraciou cffDNA. Tento problém sa did vyrieSit napriklad sicasnym testovanim
pritomnosti univerzdlneho fetdlneho autozomalneho markeru, nachadzajiceho sa v cffDNA
plodov muZského aj Zenského pohlavia.

Vcasnd determindcia pohlavia mad vyznam najmid z hladiska diagnostiky portch
viazanych na chromozém X, pretoZze u plodov Zenského pohlavia nie je potrebné nasledne

aplikovat’ invazivne techniky na potvrdenie alebo vylicenie genetickej poruchy. Ide napriklad
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o choroby ako hemofilia, Duchennova muskuldrna dystrofia a X-viazana mentdlna retardécia.
Vdaka skorej detekcii Zenského pohlavia plodu v pripade fetdlnej kongenitdlnej adrendlne;j
hyperpldzie moze byt rychlo zahdjend dexamethazénovd terapia s cielom minimalizovat
maskuliniziciu plodu v dosledku poruchy (zhrnuté vo Wright et Burton, 2009).

Metoda determinécie pohlavia je pomerne presnd od 7. tyzdna, kedy bola dosiahnutd
senzitivita 97,2 % a Specificita 100 % (Sekizawa et al., 2001), resp. od 8. tyzdna, kedy bola
senzitivita aj Specificita 100 % (Stanghellini er al., 2006). Podla d’al§ich vysledkov bolo
pohlavie spravne urcené od 7. tyZdna tehotenstva u 97,6 % plodov (Chitty et al., 2007) a od
10. tyzdna u 100 % plodov (Hromadnikova et al., 2003). Na zdklade metody detekcie Y-
Specifickych sekvencii z vysuSenej vzorky materskej krvi (Bischoff et al., 2003) je komercne
pristupny domdci test pohlavia dietata, idajne fungujici od 5. tyZdia tehotenstva (Kaiser,

2005).

2.2 Determinacia RHD genotypu plodu

Determindcia RhD genotypu plodu je Ziadand ako indikédcia pre poddvanie anti-D
protildtok aloimunizovanym matkdm s RhD pozitivnym plodom a na minimaliziciu
zbyto¢ného poddvania anti-D protildtok RhD negativnym Zendm s RhD negativnym plodom,
ktory vd’aka nepritomnosti RhD antigénu nie je v riziku hemolytickej choroby novorodencov.
Urcovanie fetilneho RHD genotypu z materskej plazmy alebo séra prebieha pomocou
detekcie pritomnosti sekvencii RHD génu, ktory je kompletne deletovany u vicsiny RhD
negativnych matiek kaukazského povodu. Touto metédou bol RHD genotyp uz v 10. tyZdni
tehotenstva sprdvne uréeny u 99,8 % plodov, zvy$nych 0,2 % je predstavuje 1 faloSne
pozitivny vysledok v pripade prijemcu transplantovaného organu (Minon et al., 2008). 100%
uspesnost’ bola dosiahnutd pri stanovovani RHD genotypu plodu v 11. az 37., resp. 40. tyZdni
tehotenstva (Hromadnikova et al., 2005a,b). Problémom je, Ze uinych populécii ako
kaukazskych je negativny fenotyp asociovany s rdéznymi menSimi muticiami RHD génu
a preto st aj u RhD negativnej matky pritomné materské RhD sekvencie. Tento problém je
¢iastoCne rieSeny testovanim pre mutovani formu RHD génu (RHDY pseudogén), ktord je

pri¢inou RhD negativity u 66% ciernych Africanov (Finning et al., 2008).

2.3 Detekcia komplikacii v tehotenstve

V pripade viacerych komplikicii v tehotenstve, Casto spojenych s abnormalnym

rastom alebo vyvojom placenty, bola pozorovand zvySend koncentricia cffDNA v materskej
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krvi, pripadne zvySend hladina celkovej (materskej aj fetdlnej) extraceluldrnej DNA. U Zien
s vyvinutymi symptomami preeklampsie bolo pozorované 5-ndsobné zvySenie koncentricie
cffDNA (Lo et al., 1999b), zvysSenie koncentracie je dokonca mozné detegovat’ eSte pred
nastupom symptémov (Levine et al., 2004). DalSie problémy pravdepodobne asociované
s ndrastom cffDNA sd pred¢asny porod, hyperemesis gravidarum, invazivna placenticia,

polyhydramnios a intrauterinnd rastova retardacia plodu (zhrnuté vo Wright et Burton, 2009).

2.4 Detekcia monogénne dedi¢nych porich plodu

Diagnostika monogénne dedi¢nych portch plodu je obmedzend na detekciu paterndlne
zdedenych mutécii alebo muticii de novo pomocou PCR v redlnom case. U dominantne
dedi¢nych chordb si tieto mutované alely pri¢inou vzniku poruchy. Uspesne sa zatial’ takto
podarilo detegovat’, pripadne vylicit Huntingtonovu choreu (Gonzalez-Gonzalez et al.,
2003), achondropldziu (Li et al., 2004) a myotonicki dystrofiu (Amicucci et al., 2000).
U recesivne dedi¢nych chordb ma diagnostika z cffDNA vyznam pre detekciu nepritomnosti
paterndlne zdedenej recesivnej mutovanej alely (a preto bude plod zdravy) alebo pre detekciu
pritomnosti takejto alely v pripade, Ze matka je nositel'’kou inej mutovanej recesivnej alely
toho istého génu. Takto boli diagnostikované cystickd fibréza (Gonzalez-Gonzalez et al.,
2002), B-thalassémia (Chiu et al., 2002a) a kongenitdlna adrendlna hyperplédzia (Chiu et al.,
2002b). Zatial’ je ale detekcia dominantne aj recesivne dedi¢nych monogénnych porich na
urovni ojedinelych pripadov a nesmeruje k vyuZitiu v klinickej praxi. Urcitd perspektivu ale

ponukaji metddy popisané v kapitolach 3 a 4.

2.5 Detekcia fetalnych chromozomalnych aneuploidii

Prvym sposobom detekcie fetdlnych chromozomadlnych aneuploidii z cffDNA sa zdalo
byt meranie koncentricie cffDNA v materskej plazme alebo sére. Viacero skupin totiz
detegovalo priblizne 2-ndsobné az 3-ndsobné Statisicky vyznamné zvySenie mnozZstva cffDNA
oproti kontrolam s euploidnymi plodmi v pripade trizomii 21. chromozému (Lo et al., 1999c,
Zhong et al., 2000b). Iné skupiny vSak Ziadny ndrast koncentrdcie cffDNA nepozorovali
(Ohashi et al., 2001; Hromadnikova et al., 2002; Spencer et al., 2003). Pri tehotenstve
s plodom s trizomiou 13. chromozému bola tieZ detegovand zvySend koncentricia cffDNA
(Wataganara et al., 2003), v pripade plodov s trizomiou 18. chromozému nebol zisteny
Statisticky vyznamny ndrast mnozstva cffDNA (Zhong et al., 2000b; Ohashi et al., 2001;

Wataganara et al., 2003). Velkd Stidia zaoberajica sa moznym zvySenim koncentricie
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cffDNA v krvi matiek s plodmi s trizomiou 13., 18. a21. chromozému, s Turnerovym
syndromom a s triploidnymi plodmi nezistila tieZ Ziadny Statisticky vyznamny rozdiel pri ani
jednej chromozomalnej abnormalite oproti kontroldm s euplodnymi fetusmi (Gerovassili et
al., 2007).

Namiesto merania koncentrdcie cffDNA by preto bolo vhodnejSie detegovat
a kvantifikovat’” markery Specifické pre pozorovany chromozém za predpokladu odliSenia
fetdlnych a materskych extraceluldarnych nukleovych kyselin, napr. na zidklade odlisnej
metylacie, pripadne aj bez tohto rozliSenia. Je moZné porovnat mnozstvo sekvencii DNA
daného chromozému so sekvenciami z iného, referenéného chromozému (tzv. RCD metdda —
meranie relativnej chromozomalnej davky). DalSou moZnostou je porovnat’ pomer maternalne
a paternalne zdedenych alel (vo forme DNA sekvencif alebo mRNA transkriptov) toho istého
génu nachddzajiceho sa na danom chromozéme, odliSujicich sa napr. v SNPs (tzv. AR
metéda — meranie alelického pomeru). Na tieto postupy st zamerané molekuldrno-genetické

metddy, ktorym budd venované nasledujice kapitoly.

3. MALDI-TOF MS a jej vyuzitie v neinvazivnej prenatalnej diagnostike

3.1 Zakladna charakteristika metody MALDI-TOF MS

Hmotnostnd spektrometria (MS) je analytickd technika sliZiaca na determindciu
chemickej Struktiry zlicenin. Cely proces sa rozdeluje na tri hlavné casti. Najprv je vzorka
ionizovana - molekuly st rozdelené na jednotlivé iény. Generované i6ny si v hmotnostnom
analyzéri roztriedené pdsobenim elektrického, resp. elektromagnetického pol'a podla svojho
pomeru hmotnosti k ndboju (tento pomer sa oznacuje ako m/z, pricom m vyjadruje hmotnost’
a z ndboj). Detektor ndsledne zaznamendva relativne mnoZstvo jednotlivych typov iénov.

Zaklady matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF) MS
boli polozené v roku 1988 (Karas et Hillenkamp, 1988; Tanaka et al., 1988). Moze slizit’ na
analyzu r6znych biomolekil a organickych molekidl ako napr. peptidy, proteiny,
glykoproteiny, oligosacharidy, oligonukleotidy, lipidy, molekuldrne agregity viazané
nekovalentnymi interakciami, syntetické polyméry a komplexy biomolekdl s iénmi kovov.

MALDI je jednou z jemnych ioniza¢nych technik vhodnych na ionizdciu molekdl
rozpadajicich sa na fragmenty pri pouZiti inych metdd. Molekuly analyzovanej vzorky
v koncentracii 10%-10" M sd zmie$ané s molekulami matrix s mnohondsobne vysSou
koncentriciou 10" M. Po evaporacii rozpiStadla molekuly matrix a vzorky spolu tzv.

kokrystalizuji, priCom molekuly vzorky sd rozptylené medzi kryStdlmi matrix, ktoré tak
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zabranuju interakcidm medzi jednotlivymi molekulami analyzovanej vzorky. Matrix je
tvorend molekulami s nizkou molekuldrnou hmotnost'ou, na analyzu peptidov a proteinov sa
pouziva napr. 2,5-dihydroxybenzoovad kyselina (Strupat et al., 1991), 3,5-dimetoxy-4-
hydroxycinnamova kyselina (Beavis et al., 1989) a a-cyano-4-hydroxycinnamova kyselina
(Beavis et al., 1991), na analyzu oligonukleotidov najcastejsie 3-hydroxypikolinova kyselina
(Wu et al., 1993) a zmes 2,3,4- a 2,4,6-trihydroxyacetofendnu s ammoénium citratom (Zhu et
al., 1996).

Na kokrystaly matrix a vzorky pOsobi pulz laserového licu trvajici niekolko
nanosekind. Energia licu je absorbovand molekulami matrix a spésobi dekompoziciu
kryStdlov. Molekuly sa dostivaji do stavu vibracnej oscildcie a ndsledne tak ionizuji
molekuly vzorky. Z neutrdlnych molekil vznikaji zvy€ajne jednomocné i6ny. Presny priebeh
tohto procesu doteraz nie je zndmy. Casto si pouZivané ultrafialové lasery s vinovou dizkou
266 nm, 337 nm alebo 355 nm, pripadne infracervené lasery.

I6ny su nasledne urychl'ované pomocou elektrického pola, pricom iény s rovnakym
elektrickym potencidlom ziskaji rovnaku kinetickd energiu. Rychlost’ iénov zavisi od ich
pomeru hmotnosti k ndboju (m/z) — teoreticky by vSetky iény s rovnakym pomerom hmotnosti
k ndboju mali mat’ rovnaku rychlost’, je zrejmé, Ze tazsie iony budd pomalSie. Detektor meria
¢as, za ktory Castica (resp. stibor rovnakych castic) prejde urciti vzdialenost’ (meria sa tzv.
time-of-flight, TOF) a na zdklade toho je stanoveny m/z danej Castice. ZloZenie molekuly
analyzovanej vzorky je vyhodnotené vo forme hmotnostného spektra, ktoré zobrazuje
relativne mnoZstvo Castic (intenzitu signilu) s detegovanym m/z v podobe piku (spracované

podl'a Hillenkamp et al., 1991; Gross et Strupat, 1998; Jurinke et al., 2004).

3.2 Vyuzitie MALDI-TOF MS na analyzu nukleovych Kyselin

Analyza nukleovych kyselin pomocou metédy MALDI-TOF MS sa v porovnani
s analyzou peptidov javila problematickejSia kvoli negativne nabitej cukor-fosfatovej kostre
viazicej na seba katiény soli a depurinécii pocas ioniza¢ného procesu. S vyrieSenim tychto
komplikécii zac¢ala MALDI-TOF MS predstavovat' perspektivnu metédu analyzy DNA
a RNA. Vyhodou MALDI-TOF MS je rychlost' analyzy jednotlivych vzoriek (priblizne 10
sekund) spojend s moznostou multiplexovej analyzy a automatizacie vSetkych krokov a tiez
fakt, Ze tito metdda pracuje priamo s m/z jednotlivych produktov a nie s druhotnym signidlom
fluorescencnych alebo radioaktivnych znaciek na tychto produktoch (zhrnuté v Jurinke et al.,

2004). Nevyhodou je, Ze takto nemdzu byt analyzované l'ubovolne dlhé tseky nukleovych
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kyselin — hornd hranica je pre DNA priblizne 90 kDa, resp. priblizne 300 nukleotidov (Ross et
Belgrader, 1997) a pre RNA 150 kDa, resp. priblizne 460 nukleotidov (Kirpekar et al., 1994).

MALDI-TOF MS moze byt vyuzitd na kvalitativnu aj kvantitativnu analyzu
nukleovych kyselin. Jej uplatnenie zahffla analyzu jednonukleotidovych polymorfizmov
(SNPs) a kratkych tandemovych repeticii (STRs) z hl'adiska detekcie pritomnosti urcitého
SNP alebo STR alebo na determindciu frekvencie alel, kedy sa alely liSia v SNP alebo STR.
Kvalitativna analyza SNPs a STRs md vyznam v detekcii genetickych porich a predispozicii
na tieto poruchy a tieZ vo forenznej genetike na identifikiciu os6b a analyzu pribuzenskych
vztahov. Kvantitativna analyza moze determinovat frekvenciu alel v populdcii a tieZ ma
svoje potencidlne vyuZitie v neinvazivnej prenatilnej diagnostike, ako bude popisané d’ale;j.
MALDI-TOF MS ma svoje uplatnenie aj v sekvenovani a v analyze génovej expresie (zhrnuté

v Jurinke et al., 2004).

3.2.1 Analyza SNPs

Jednonukleotidové polymorfizmy (SNPs) st bialelické varianty v populacii odlisujuce
sa vjednom nukleotide, pricom frekvencia kaZdej alely je aspoii 1 %. Na ich analyzu
pomocou MALDI-TOF MS sa vyuZivaju postupy zaloZené na predlZovani primeru (PEA).
Analyzované sekvencie su amplifikované pomocou PCR a vol'né nukleotidy su inaktivované
posobenim alkalickej fosfatizy. Néasledne je k PCR produktom pridany primer, ktory je
komplementarny k tseku nukleovej kyseliny upstream hned” vedla miesta SNP, enzym
termosekvendza, zmes deoxyribonukleotidu (dNTP) s dideoxyribonukleotidmi (ddNTPs),
pripadne samé ddNTPs, a d’alSie latky potrebné pre uspesSny priebeh reakcie. Povodny
produkt PCR sluzi ako templat pre reakciu, pocas ktorej je predlZovany primer na svojom 3°
konci. V pritomnosti jedného typu alely tvori jeden produkt, v pritomnosti oboch foriem dva
produkty odliSujice sa v m/z. To je potom analyzované prostrednictvom MALDI-TOF MS.

Jednym typom PEA je PinPoint assay, nazyvany aj single base extension assay (Haff
et Smirnov, 1997). K PCR produktom si pridané len ddNTPs a primer je preto prediZeny len
o jeden urCity ddNTP, ktory je komplementirny k danej variante SNP. Varianty SNPs sud
rozliSené na zdklade rozdielov v m/z jednotlivych ddNTPs (obr. 1) a v pripade vzorky
s viacerymi alelami je moZzné v hmotnostnom spektre rozlisit’ jednotlivé Ciasto¢ne oddelené
piky (obr. 2), pricom kazdy predstavuje jednu variantu SNPs. Aj najmensi rozdiel
predstavujici 9 Da medzi dideoxytyminom (ddT) a dideoxyadeninom (ddA) je

detegovatelny.
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Obr. 1. Znazornenie principu metédy PinPoint Obr. 2. PinPoint assay vo vzorke s dvomi

assay — v zdvislosti na SNP je k primeru pridany  r6znymi alelami lifiacimi sa v SNP -

prislusny ddNTP, pricom cielové produkty si v hmotnostnom spektre sa daji rozliSit' dva piky

rozlisené podla svojho pomeru hmotnosti  (upravené podla Haff et Smirnov, 1997)

k ndboju (m/z) (upravené podla Haff er Smirnov,

1997)

Homogenous MassEXTEND (hME) assay (Sequenom) je d’alSou metédou na detekciu
SNPs (Lo et al., 2007a). Na rozdiel od PinPoint assay je k produktom PCR pridand zmes
jedného dNTP a troch ddNTPs, pricom dNTP obsahuje bdzu, ktorti neobsahuje ani jeden
z ddNTPs. Varianty alel s rozdielnymi SNPs su rozliSené podl'a toho, Ze u jednej formy alely
sa komplementarne k danému SNP za primerom pripoji ddNTP a v pripade druhej formy
alely sa komplementdrne k SNP pripoji dNTP aaZ za nim ddNTP. PrediZenim primeru
v pritomnosti dvoch alelickych variant teda vznikaju dva rdzne produkty liSiace sa v pocte
nukleotidov a preto maji v hmotnostnom spektre pomerne dobre rozliSitel'nd hodnotu m/z
ajavia sa ako dva samostatné piky. Porovnanim intenzity pikov (hodnota na osi y
hmotnostného spektra) je mozné stanovit' pomer zastipenia danych dvoch alel (tzv. alelicky
pomer, AR). Schematické vyjadrenie metddy je na obr. 3 a vyuZitie merania AR pomocou
tohto postupu na diagnostiku aneuplodii je na obr. 6.
Na detekciu pritomnosti minoritne zastipenej alely na pozadi majoritnej alely

odliSujicej sa od minoritnej v SNP alebo v bodovej mutécii je vhodnd Single-allele base

extension reaction (SABER) assay (Ding et al., 2004). Na prediZenie primeru je pridany len

jeden dANTP komplementirny k SNP alebo k mutovanému nukleotidu minoritnej alely a
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preto v hmotnostnom spektre preto vytvdra signdl len minoritnd alela. Primer pripojeny
k majoritnej alele nie je prediZeny, pretoZe sa tam nenachddza komplementirny ddNTP, resp.
dNTP. Pri pouZiti hME assay by sa v hmotnostnom spektre vytvoril vel'ky pik predstavujici
majoritne zastipenu alelu a pik minoritnej alely s malou intenzitou by nemusel byt dostatocne
zretelny. Takto sa vytvori len pik zndzorfiujici minoritnud alelu, ktory ma vacsiu intenzitu ako
pik minoritnej alely v hmotnostnom spektre pri hME assay, a je preto l'ahSie detegovatelny.
Na obr. 4 je schematicky zndzornené porovnanie hME assay a SABER assay na detekciu

pritomnosti mutovanej alely spésobujucej B-thalassémiu na pozadi nemutovane;j alely.

Alela 1 Alela 2
primer (23-mér) primer (23-mér)
TTA CTA
+ enzym
+ ddATP, ddTTP,
ddCTP
+dGTP

predizeny primer (24-mér) predizeny primer (25-mér)

I~ —

21 22 23 24 25 26 27 28 21 22 23 24 2626 27 28 2122 23 24 2626 2728

+ [ [+ LI [+ J] *

' *

|
A | B Cc
| R M‘pl&u‘g M"Mﬂ'-“ﬂ"‘p’r W dndfichd

"lllJ 5a00.0

sh00.0 E000.0 ome 50000 Tolde

Obr. 3. Schematické znizornenie metédy Homogenous MassEXTEND assay (Sequenom).
V pripade alely 1 je k primeru tvorenému 23 nukleotidmi pridany komplementidrny ddATP
a vysledny produkt ma preto 24 nukleotidov. V pripade alely 2 je k primeru pridany najprv
komplementarny dGTP a ndsledne tiez komplementarny ddATP, vysledny produkt je dlhy 25
nukleotidov. Pri homozygotnej vzorke (A,C) je v hmotnostnom spektre jeden pik s prisluSnou
mass, v heterozygotnej vzorke (B) dva piky predstavujice obidve alelické varianty (upravené
podl'a Jurinke et al., 2004).

Existuju aj dalSie metédy detekcie SNP s vyuzitim MALDI-TOF MS, napriklad
GOOD assay alebo Invader assay, ale tie nie si vyznamné zhladiska uplatnenia

v neinvazivnej prenatdlnej diagnostike.
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3.3 Neinvazivna prenatalna diagnostika s vyuzitim MALDI-TOF MS

Postupy vyuZzivajice MALDI-TOF MS maji potencidlne uplatnenie v neinvazivnej
prenatdlnej diagnostike zaloZenej na analyze extraceluldrnych fetdlnych nukleovych kyselin
v materskej krvnej plazme a sére. Nutnym predpokladom je odliSenie materskych a fetalnych
extracelularnych nukleovych kyselin. Boli vyvinuté postupy umoziujice detekciu fetalnych
chromozomalnych aneuploidii na zdklade merania alelického pomeru (AR) fetilnych mRNA
produkovanych bunkami placenty (RNA-SNP AR metdda). Perspektivne sa javi aj
determindcia AR na zdklade SNPs nachiddzajicich sa na sledovanom chromozéme za
predpokladu epigenetického odliSenia fetdlnej a materskej extracelulirnej DNA (EAR
metdda). Detekcia monogénne dedi¢nych portch bola GspeSne pouZitd na malé mnoZstvo

pacientov v pripade achondroplédzie a B-thalassémie.

3.3.1 Diagnostika fetdlnych chromozomalnych aneuploidii pomocou merania RNA-SNP AR

RNA-SNP AR (RNA-SNP alelicky pomer) je pomer mnoZstva mRNA z dvoch
rozdielnych alel toho istého génu liSiacich sa v SNP u jedinca heterozygotného pre dany gén.
Tato metdda bola s vyuzitim hME assay aplikovand na diagnostiku fetdlnej trizomie 21.

chromozému (Downov syndrom) skupinou Lo et al. (2007a). OdliSenie materskej a fetdlne;j
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RNA je dosiahnuté pouZitim mRNA génu PLAC4, ktory, ako dokdzala spominand skupina, je
exprimovany vyhradne v bunkdch placenty odvodenych z fetdlneho trofoblastu, a preto vSetka
extraceluldrna PLAC4 mRNA v krvi matky je fetdlneho pdvodu. V pripadoch, kedy bol plod
homozygotny pre dany gén amatka heterozygotnd, v materskej krvnej plazme ani
v placentdrnych tkanivich nebola detegovani mRNA =z alely, ktord bola pritomnd len
u matky. Vyhoda pouzitia mRNA oproti DNA je v prirodzenej amplifikacii signalu, pretoze
z jedného génu je transkribované vel’ké mnoZstvo molekil mRNA.

Gén PLAC4 sa nachadza na chromozome 21 apreto meranie AR mRNA
transkribovanej ztohto génu moze byt pouzité na detekciu Downovho syndromu za
predpokladu, Ze pomer alelickych variant v genéme odrdZza pomer mRNA transkribovanych
ztychto alel v krvnej plazme (obr. 5). Tento predpoklad sa ukdzal ako spravny, pretoZe
hmotnostné spektrd vytvorené analyzou placentdrnej PLAC4 DNA a placentidrnej PLAC4
mRNA si odpovedali a PLAC4 RNA-SNP AR z placenty a materskej plazmy spolu Statisticky
vyznamne korelovali. Teoreticky mRNA AR by mal byt’ pre euploidné fetusy 1:1, ¢ize pomer
intenzity produktu mRNA jednej alely s druhej alely v hmotnostnom spektre by mal byt 1.
Pre plody s Downovym syndromom by pomer alel mal byt 1:2, resp. 2:1, takZe intenzita
produktu jednej mRNA vydelend intenzitou produktu druhej mRNA by mala byt 0,5, resp. 2
(obr. 6).

V skutocnosti to ale tak nie je, pretoZe intenzita produktu reakcie predlZovania primeru
u jednej z mRNA je atenuovand, ¢iZe ani u euploidnych vzoriek nie je AR rovny 1. Preto bol
podla euploidnych vzoriek vypracovany referencny interval (priemer + 1,96 x smerodajna
odchylka) hodnoty RNA-SNP AR vypocitanej ako intenzita, prip. plocha piku alely s vysSou
hodnotou m/z (alela G — pretoZe v mieste SNP obsahuje nukleotid s guaninom) vydelend
intenzitou, prip. plochou piku alely s niZSou hodnotou m/z (alela A — v mieste SNP obsahuje
nukleotid s adeninom). Teoreticky by AR vzoriek krvnej plazmy matiek s euploidnym
fetusom mali spadat’ do tohto intervalu, zatial' ¢o hodnoty vzoriek matiek s aneuploidnym
fetusom by mali byt’ pod spodnou alebo nad vrchnou hranicou intervalu.

Referencny interval RNA-SNP AR bol skupinou Lo ef al. (2007a) stanoveny na
zdklade 57 vzoriek krvnej plazmy Zien s euploidnym plodom v 11. aZ 14., priemerne 13.
tyzdni tehotenstva na 0,461 az 0,841. Dve euploidné vzorky nespadali do tohto intervalu. Z 10
vzoriek krvnej plazmy Zien s plodom s Downovym syndrémom v 12. az 20., priemerne 15.
tyZzdni tehotenstva vSetky okrem jednej mali AR mimo referencny interval. Bola tak
dosiahnuta senzitivita metédy 90 % a Specificita 96,5 % s pouzitim len jedného markeru, ¢o

st vysledky porovnateI'né s inymi skriningovymi metédami na detekciu trizomii.
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Obr.5. Schematické zndzornenie Obr.6. Schematické zndzornenie  postupu
predpokladu pre uspeSni aplikdciu RNA- determinicie RNA-SNP AR u euploidnych

SNP AR postupu pomocou relativnej a aneuploidnych fetusov. ZvySend koncentracia
kvantifikdcie mRNA transribovanych mRNA jednej alely v porovnani s druhou
zdvoch alelickych foriem génu PLAC4 na u aneuploidnych  plodov je viditelnd na

chromozéme 21. Pomer alel v placentdrnej
DNA odpovedd pomeru mRNA v krvnej
plazme (upravené podl'a Lo et al., 2007a).

hmotnostnom spektre vo forme zvySenej intenzity
(upravené podl'a Lo et al., 2007a).

Pri porovnani PLAC4 RNA-SNP AR vo vzorkich krvnej plazmy Zien s euploidnym
fetusom v prvom, druhom a trefom trimestri nebol zisteny signifikantny rozdiel medzi
jednotlivymi trimestrami, takZe tito analyza by nemala byt ovplyvnend diZkou tehotenstva.
Zistend koncentricia PLAC4 mRNA je vo vSetkych troch trimestroch postacujica pre
analyzu, avsSak prili§ nizka koncentricia moze viest' k faloSne pozitivnym alebo faloSne
negativnym vysledkom (Lo et al., 2007a)

Nevyhodou tejto metddy je jej obmedzenie pre heterozygotné plody - v Studovanom
SNP génu PLAC4 je pomer heterozygotov 45 %. RieSenim by bolo testovanie pre d’alSie SNP
v transkribovanej Casti génu PLAC4 alebo v d’alSich génoch na 21. chromozéme (COL6AI,
COL6A2). Autori (Lo et al., 2007a) uvadzaju, Ze testovanim 7 SNPs v tychto troch génoch by
sa uplatnenie metédy rozsirilo na 90 % &inskej a 95 % kaukazskej populdcie. Dal3{ autori tiez
demonstrovali pritomnost SNPs na chromozéme 21 vhodnych na detekciu Downovho
syndromu pomocou RNA-SNP allelic ratio (napr. Go et al., 2007) a dosiahli senzitivitu
a Specificitu diagnostiky Downovho syndrému 100 % v 8. tyZdni tehotenstva s uplatnenim pre
93 % populacie USA (Yang et al., 2008). Sequenom, Inc. planuje podla informécii z tlacove;j

spravy (Sequenom, 2008) v prvej polovici roku 2009 zaviest detekciu trizomie 21.
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chromozému pomocou tejto metddy s vyuzitim viacerych SNP do klinickej praxe
v Spojenych Stitoch americkych. Detekcia vhodnych SNP markerov na mRNA
transkribovanych z génov na chromozémoch 13 a 18 exprimovanych vylu¢ne v bunkich
placenty fetdlneho povodu umoznila potencidlne uplatnenie RNA-SNP AR metddy na

testovanie trizomii tychto chromozémov (Tang et al., 2008).

3.3.2 Diagnostika fetdlnych chromozomdlnych aneuploidii pomocou merania EAR

EAR metdéda (meranie epigenetického alelického pomeru) je zaloZend na rovnakom
principe ako RNA-SNP AR metéda, meria sa tieZ pomer koncentrdcii dvoch alel
u heterozygotického jedinca pre dany gén liSiacich sa v SNP, s tym rozdielom, Ze pomer je
determinovany z DNA anie z RNA. Fetilna DNA je od materskej odliSend na zdklade
epigenetickej informacie, konkrétne podla odlisSnej metylacie. Ako takyto univerzalny fetalny
marker moze slizit’ napr. maspin (SERPINBS) gén (Chim et al., 2005). V materskej krvi
cirkulujd fragmenty placentirnej DNA fetdlneho pdvodu s nemetylovanym maspinovym
prométorom (U-maspin), ktoré si od metylovanej materskej DNA odliSené pomocou met6dy
bisulfaitovd konverzia s ndslednou metylac¢no-Specifickou PCR. KedZe sa maspin gén
nachddza na chromozéme 18, determinicia EAR alelickych varidcii tohto génu ma
potencidlne vyuZzitie v detekcii fetdlnej trizomie 18. chromozému, nazyvanej Edwardsov
syndrom (Tong et al., 2006).

Autori stanovili EAR produktov po prediZeni primeru pomocou hME assay
u bialelickych vzoriek Cistej placentirnej DNA, zmesi placentirnej DNA (5 %) a DNA
materskych krvnych buniek (95 %) a materskej krvnej plazmy obsahujicej materski aj
fetilnu extracelulirnu DNA a zistené EAR porovnali medzi vzorkami s euploidnou
a trizomickou DNA. Detegované SNP bola variidcia adeninu (alela A) a cytozinu (alela C)
v 156. nukleotide maspin génu, v pripade alely s adeninom bol k primeru pridany ddTTP
a v pripade alely s cytozinom dGTP a ddCTP a tieto produkty boli analyzované MALDI-TOF
MS. Na zdklade EAR euploidnych vzoriek bol stanoveny referencny interval ako pri metéde
merajicej RNA-SNP AR a bolo testované, ¢i EAR euploidnych vzoriek spadajui do intervalu
a ¢i EAR aneuploidnych vzoriek si mimo stanoveny interval.

Pri analyze zmesi placentirnej DNA (5 %), ktord mohla byt euploidnd alebo
aneuploidnd, a euploidnej DNA materskych krvnych buniek (95 %) bola dosiahnutd
senzitivita 100 %. Pri analyze vzoriek materskej krvnej plazmy dosiahnutd senzitivita

aj Specificita detekcie trizomie 100 %, avsak tieto vysledky boli ziskané len na ve'mi malom
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mnoZzstve vzoriek. Referen¢ny interval stanoveny na zdklade EAR 8 euploidnych vzoriek bol
velmi Siroky (0,330-3,044), hodnoty EAR vSetkych vzoriek boli z tohto intervalu. EAR
obidvoch aneuploidnych vzoriek lezala mimo stanoveného intervalu (3,412 a 0,255). Avsak
na potvrdenie senzitivity a Specificity tejto metdédy na diagnostiku Edwardsovho syndrému by
bolo nutné metddu testovat’ na vicsom pocte vzoriek. Na to by pravdepodobne bolo potrebné
detegovat’ iné SNP markery na chromozéme 18 s odliSnou metylaciou v materskych krvnych
bunkéch a placente, pretoZe aj pri tejto Stidii bolo malé mnoZstvo vzoriek zapri€inené nizkou
frekvenciou vyskytu alely C.

Obdobné epigenetické markery boli detegované aj na chromozéme 21 (Chim et al.,
2008), ¢im sa otviara moZznost vyuZitia determinicie EAR na diagnostiku Downovho
syndromu. Ale nevyhodou merania EAR oproti RNA-SNP AR je potreba vicSieho mnoZstva
DNA a teda aj vicSieho objemu krvi, pretoZze po€as metddy bisulfdtovej konverzie vyuZivane;j
pri stanoveni EAR je degradovanych 84-96 % hypometylovanej DNA (Grunau et al., 2001).
V pripade maspin génu je takto degradovand priave fetilna DNA. Hypermetylovand DNA
degradovana nie je, preto sa vyskum vtejto oblasti sistreduje na hladanie
hypermetylovanych fetalnych markerov. Vychodiskom moze byt tiez pouzitie inej metddy na
odliSenie rozdielnej metyldcie materskej a fetdlnej DNA (Tong et al., 2007). TieZ nie je
mozné vyuZzivat prirodzenu amplifikdciu signalu transkribovanim velkého mnoZstva mRNA

z jedného DNA lokusu.

3.3.3 Diagnostika fetdlnych monogénne dedi¢nych portch kvalitativnou analyzou SNPs

Diagnostika fetdlnych monogénne dedi¢nych pordch na zdklade detekcie pritomnosti,
resp. nepritomnosti paternidlne zdedenej mutovanej alely alebo muticie de novo pomocou
MALDI-TOF MS bola S$tudovand na priklade [-thalassémie (Ding er al., 2004)
a achondroplazie (Li et al., 2007). V obidvoch pripadoch boli na detekciu pouZité a porovnané
hME assay a SABER assay. Obidva tieto postupy st obmedzené nutnost'ou znalosti sekvencie
mutovanej alely, resp. znalost'ou sekvencie najcastejSich mutdcii spésobujicich dand poruchu
aich detekciou. Preto je takdto diagnostickd metéda vhodnd najmid na detekciu porich
sposobenych jednou, pripadne niekol’kymi majoritne zastipenymi mutdciami.

Na detekciu paterndlne zdedenych alel spdésobujicich B-thalassémiu boli zvolené 4
najastej§ie mutdcie vyskytujice sa v juhovychodnej Azii — tri bodové mutéicie (IVS2 654
C—T, nt -28 A—G, CD 17 A—T) ajedna Stvornukleotidovd delécia (CD 41/42 -CTTT).

Podmienkou detekcie bolo, Ze paterndlne a materndlne mutované alely budi odli$né, resp. Ze
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aspon jeden zrodiCov nebude mat’ mutovanu alelu, pretoZe inak by nebolo mozné odliSit
fetdlnu paterndlne zdedend alelu od pozadia materskej a materndlne zdedenej alely a nedalo
by sa ur¢it, ¢i paterndlne zdedend alela je alebo nie je pritomnd. KedZe na prejav -
thalassémie major je potrebnd pritomnost dvoch mutovanych alel, negativna detekcia
paterndlne zdedenej alely v materskej krvnej plazme znamend vylac¢enie B-thalassémie plodu.

Detekcia paterndlne zdedenej fetdlnej alely bola v silade s fetdlnym genotypom
pomocou SABER assay u vSetkych 11 pripadov v 7. az 21. tyzdni tehotenstva, zatial ¢o
s pouzitim hME assay boli dosiahnuté dva faloSne negativne vysledky. V pripade, kedy otec
amatka niesli rovnaki muticiu, bola pritomnost’ fetdlnej paterndlne zdedenej alely
detegovand pomocou SNP viaZziceho sa k mutovanej alele (Ding et al., 2004) Tento postup
ma vyznam pri detekcii autozomadlne recesivnych pordch ako napriklad cysticka fibréza, kedy
je porucha casto spOsobend pritomnostou dvoch rovnakych mutovanych majoritne
zastupenych alel, jednej od matky a druhej od otca. Potvrdenie alebo vylicenie pritomnosti
paterndlne zdedenej alely pomocou SNP odlisného u matky a otca viaZzuceho sa k tejto alele
by diagnostikovalo, ¢i plod bude mat’ dand poruchu alebo nie.

Achondroplazia je dominantne dedi¢nd porucha spdsobend muticiou génu FGFR3,
najcastejSou mutdciou je GI1138A. Autori (Li et al., 2007) spravne diagnostikovali
achondropldziu u dvoch pripadov — v jednom bola detegovand paternalne zdedena muticia,
u druhého iSlo o muticiu de novo pomocou SABER assay. Prostrednictvom hME assay
nebola detegovand de novo muticia u druhého pripadu. Po aplikdcii elektroforetickej met6dy
zvySujucej frakciu cffDNA v porovnani s materskou extracelulirnou DNA na zdklade
poznatku, Ze cffDNA je tvorend krat§imi tsekmi ako materska extraceluldrna DNA (Chan et
al., 2004) boli mutované alely detegované pouZitim obidvoch assays. To nasved€uje tomu, Ze
uspesnost’ kvalitativnej analyzy SNPs a mutdcii zvySuje zvidcSenie frakcie cffDNA, co
potvrdzujud aj d’alsi autori (napr. Li ef al., 2006). Pri diagnostike oboch poruch sa tiez ukazalo,
Ze aplikdcia SABER assay ddva v hmotnostnom spektre jasnejsi signdl umoZnujuci detekciu

mutovanej alely (Ding et al., 2004; Li et al., 2007).

4. Digitalna PCR a jej vyuZitie v neinvazivnej prenatalnej diagnostike
4.1 Zakladna charakteristika metody digitalna PCR

Digitdlna polymerazova retazovd reakcia (PCR) prebieha na platnickdch s velkym
poctom jamiek (tzv. multi-well plates) a pozostiva z 3 hlavnych krokov (zhrnuté vo

Vogelstein et Kinzler, 1999). Prvym je zriedenie extrahovanych nukleovych kyselin na
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koncentréciu, aby v kaZdej reak¢nej jamke bola priblizne jedna templatovd molekula (Lo et
al., 2007b) alebo jedna molekula na dve jamky (Vogelstein et Kinzler, 1999). Dalsim krokom
je samotna PCR, pricom ide o vel'ké mnoZzstvo oddelenych PCR reakcii, ktoré su v idedlnom
pripade povodne kazda z jednej templdtovej molekuly. Na zdver je fluorescencne detegovand
pritomnost’ (tzv. pozitivna jamka) ¢i nepritomnost’ (tzv. negativna jamka) PCR produktov
v jednotlivych jamkach, pripadne st fluorescencne rozliSené rézne typy PCR produktov (v
pripade multiplexovej PCR) a mdze byt vyhodnoteny pomer rozdielnych templatovych
molekil odpovedajici ich pomeru v povodnej vzorke.

Pocet templdatovych molekil v jednotlivych reakénych jamkiach odpoveda
Poissonovmu rozdeleniu aje zrejmé, Ze v kazdej jamke bude Ziadna, jedna alebo viac
templdtovych DNA. Frakcia jamiek bez templdtovej molekuly je urend e, kde m
predstavuje priemerny pocet templatovych molekil na 1 jamku. Hodnota m mdZe byt
upravend v zavislosti na pribliZnom pocte informativnych jamiek, ktory chceme dosiahnut
a akého charakteru tieto informativne jamky sd. To zdvisi na tom, aké informacie sa chceme
prostrednictvom digitdlnej PCR dozvediet’ (Lo et al., 2007b). V dostato¢ne zriedenej vzorke,
kde sa v jamke nachddza bud’ jedna alebo Ziadna molekula, odpoveda pocet pozitivnych
jamiek pdvodnému poctu templatovych molekil DNA.

Pri klasickej digitalnej PCR platnicky pozostavaji z 96 alebo 368 jamiek. Na zvySenie
presnosti metddy je vyhodné zvysit’ pocet jamiek a tym aj pocet informativnych jamiek. Toto
je mozné pomocou emulznej PCR spojenej s BEAMing metédou alebo pomocou
mikrofluidne;j digitdlnej PCR, kde mdZe prebehnit’ niekol’ko stoviek az tisic paralelnych PCR
reakcii. Mikrofluidna digitdlna PCR je nazyvand aj digitdlna PCR na mikrofluidnom chipe
a umoziuje previest’ napr. az 9180 samostatnych PCR reakcii, kazdi v objeme len 6 nl. Chip
je rozdeleny na 12 samostatnych panelov, ¢o umoziuje analyzovat’ naraz 12 vzoriek, kazdd

pomocou 765 reakcii (Dube et al., 2008).

4.2 Neinvazivna prenatalna diagnostika s vyuzitim digitalnej PCR

Digitdlna PCR, resp. jej forma mikrofluidna digitilna PCR, mdzZe byt rovnako ako
MALDI-TOF MS vyuzitd na diagnostiku fetdlnych chromozomélnych aneuploidii aj
monogénne dedi¢nych porich. Diagnostika aneuploidii je moZznd prostrednictvom merania
RNA-SNP AR ako v predchddzajicom pripade, ¢o je metdda zdvisld na odliSeni fetdlnych
a materskych nukleovych kyselin, a pomocou merania relativnej chromozomaélnej davky

(RCD), kedy je mozné fetilnu aneuploidiu detegovat aj na pozadi materskych
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extraceluldirnych DNA sekvencii, bez nutnosti ich odliSenia. Bola tiez demonStrovani
diagnostika monogénne dedi¢nej hemoglobinopatie pomocou metddy relativna mutacnd

davka (RMD) za sucasného predpokladu zvySenia frakcie fetdlnej DNA oproti materske;.

4.2.1 Diagnostika fetdlnych chromozomélnych aneuploidii meranim digitdlneho RNA-SNP
AR

Meranie RNA-SNP AR prostrednictvom digitdlnej PCR (Lo et al., 2007b) predstavuje
alternativu k meraniu RNA-SNP AR pomocou MALDI-TOF MS (kapitola 3.3.1). Je merany
pomer mRNA transkribovanych z alely A aalely G polymorfného lokusu génu PLACH4
exprimovaného v placente bunkami fetilneho povodu s cielom detekcie trizomie 21.
chromozému. Ako templatové molekuly pre digitdlnu PCR slizia mRNA obidvoch alel a
informativne jamky, ktoré su pozitivne pre jednu z alel (ale nie pre obidve naraz).

RNA-SNP AR je urcené pomerom poctu A-pozitivnych a G-pozitivnych jamiek,
v tomto pripade je ale vyhodnejSie pracovat s hodnotou P;, ktord je ur€end pomerom poctu
jamiek pozitivnych pre alelu s vy$§im zastdpenim jamiek a poctu vSetkych informativnych
jamiek. To, ¢i stanovend hodnota P, odpoveda euploidnej alebo aneuploidnej vzorke je uréené
pomocou testu pomeru sekvencnej pravdepodobnosti (SPRT). Ten je graficky predstavovany
dvomi krivkami v grafe, kde je na osi x pocet informativnych jamiek a na osi y hodnota P,
pricom umiestnenie kriviek zdvisi od priemerného poctu templatovych molekil alely
s mens$im mnoZstvom pozitivnych jamiek (tzv. referencnd alela) na jednu jamku. Tieto dve
krivky rozdel'uji plochu grafu na tri Casti urcujice, ¢i vzorka bude na zdklade hodnoty P,
apoctu informativnych jamiek klasifikovand ako euploidnd, aneuploidnd alebo
neklasifikovatel'na (obr. 7).

Autori (Lo et al., 2007b) pomocou tejto metddy analyzovali 13 vzoriek materskej
krvnej plazmy — 9 vzoriek pochddzalo od Zien s euploidnym plodom a 4 od Zien s plodom
s Downovym syndrémom. PouZzitd bola platnicka s 384 jamkami, iba v jednom pripade bol
vysledok pdvodne neklasifikovatelny a preto bola vzorka analyzovana eSte raz, ¢o spolu
vytvaralo 768 jamiek. VSetky pripady boli spravne klasifikované — bola dosiahnutd 100 %
senzitivita aj Specificita. Obmedzenim tejto techniky je rovnako ako u merania SNP-RNA AR
prostrednictvom MALDI-TOF MS moznost’ aplikdcie len pre plody heterozygotné v danom
SNP (podrobnejsi popis v kapitole 3.3.1). ZvySenie presnosti by bolo moZzné dosiahnut’

pouzitim mikrofluidnej digitilnej PCR umoZnujicej testovanie vo vicSom pocte
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informativnych jamiek, ¢o by pomohlo zniZit' rozsah hodndt determinujicich vzorku ako

neklasifikovatel'nd.
1.0
Obr. 7. Grafické znazornenie SPTR
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informativnych jamiek a hodnoty P,
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pripade s Downovym syndrémom)
0.7 1 alebo neklasifikovatel'nd (upravené
podla Lo et al., 2007b)
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4.2.2 Diagnostika fetdlnych chromozomalnych aneuploidii meranim digitilneho RCD

Meranie relativnej chromozomadlnej davky (RCD) ma oproti RNA-SNP AR jednu
velkd vyhodu — nie je obmedzené na polymorfné lokusy, ¢iZe sa d4 aplikovat’ bez nutnosti
heterozygotnosti plodu pre urcity lokus. Taktiez je tito metdda teoreticky schopnd detegovat
trizomiu aj bez odliSenia fetilnej DNA od materskej DNA vo vzorke materskej krvnej
plazmy. Zatial’ ale bola testovand len na cCistej placentdarnej DNA (Lo et al., 2007b) a na
zmesiach euploidnej a aneuploidnej DNA s r6znou koncentriciu aneuploidnej DNA (Lo et
al., 2007b; Fan er Quake, 2007), nebola aplikovana na vzorky materskej krvnej plazmy.

Princip RCD metddy spociva v stanoveni pomeru sekvencii urcitého lokusu
potencidlne trizomického chromozému a referenéného chromozému. V Cistej fetdlnej DNA
by tento pomer u euploidného fetusu mal byt 2:2, ¢ize 1, a u aneuploidného 2:3, ¢ize 1,5.
V zmesi materskej a fetdlnej DNA, ako napriklad v materskej krvnej plazme, by mal byt tento
pomer v pripade euploidného fetusu tieZz 1 av pripade aneuploidného vychyleny od 1,
v zéavislosti od frakcie fetdlnej aneuploidnej DNA (obr. 8). Napr. ak je fetdlnej DNA 10%,
bude tento pomer 1,05. P, je stanovené ako pocet jamiek pozitivnych pre potencidlne
trizomicky chromozém vydeleny poctom vSetkych informativnych jamiek a vzorka je
ndsledne klasifikovand SPRT analyzou.

Lo et al. (2007b) spravne detegovali pritomnost’ alebo nepritomnost’ trizomie 21.

chromozému u vSetkych zmesi s 50 % a 25 % potencidlne trizomickej DNA. Je zrejmé, 7Ze
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¢im je menSia frakcia potenciondlne trizomickej DNA (ako napr. fetdlnej DNA), tym je nutné

.....

informativnych jamiek na 7 680 pri spravnosti klasifikdcie 97 %, €o je mozné s pouZitim

mikrofluidného chipu alebo velkého poctu klasickych platniciek s 384 jamkami.
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Fan et Quake (2007) ukdzali, Ze s vyuzitim jedného panelu mikrofluidného chipu
s0 765 jamkami je mozné detegovat’ trizomiu pri frakcii trizomickej DNA 40-100 %. Na
detekciu trizomie pri frakcii 10 % je podla tychto autorov nutnych priblizne 4000 jamiek pri
spravnosti  klasifikdcie 95 %. Z hladiska detekcie fetdlnej trizomie z fetdlnej cffDNA
predstavujicej v prvom trimestri tehotenstva (kedy by bola diagnostika Ziadand) len 3 %
z celkovej extraceluldrnej DNA (Lo et al., 1998) by tito metéda vyZadujica niekolko
mikrofluidnych chipov bola prili§ naro¢na. Urcitd nadej ponika vysledok stanovenia frakcie
cffDNA zcelkovej extracelulirnej DNA v materskej plazme pomocou mikrofluidne;j

digitdlnej PCR na 9,7 % (Lun et al., 2008a), ale stidle by bolo pravdepodobne nutné zvysit
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frakciu cffDNA, napr. pomocou frakcionacie podl'a velkosti (kapitola 3.3.3) prostrednictvom
elektroforézy. Niektori autori tito metédu nepokladaji za vhodnu pre rutinné dcely kvoli
pomerne nizkej efektivite a velkému riziku kontamindcie (Hromadnikova et al., 2006).
Druhou moznostou je odliSit’ fetilnu DNA od materskej pomocou rozdielnej metylacie
a stanovit’ RCD pre fetdlne markery na potencidlne trizomickom a referencnom chromozéme
(Lo et al., 2007b).

S pouzitim vécSiecho mnoZstva jamiek stipa aj pocet potrebnych templitovych
molekil a tym aj objem krvi, ktory treba odobrat’. V rutinnej lekéarskej praxi sa nezvykne
odoberat’ viac ako 15 ml a to mdzZe byt tieZ limitujici faktor pre moZny pocet informativnych
jamiek. RieSenim by mohlo byt vyuZitie viacerych lokusov na potencidlne trizomickom
a referenénom chromozdéme. S pouZitim 5 dvojic takychto lokusov namiesto 1 dvojice by bolo
potrebné mnoZstvo krvnej plazmy (pri frakcii cffDNA 25 %) redukované z 8 ml na 1,6 ml (Lo
et al., 2007b).

4.2.3 Diagnostika fetdlnych monogénne dedi¢nych portch stanovenim RMD

Stanovenie relativnej mutacnej divky (RMD) je analégiou metddy stanovenia RCD
aplikovanej na detekciu fetdlnych monogénne dedi¢nych portich (Lun et al., 2008b). Nie je
obmedzend na detekciu pritomnosti paterndlne zdedenej alely apreto je vhodnd na
diagnostiku monogénnych porich u vSetkych tehotenstiev, nezédvisle na tom, ¢i plod je
v riziku zdedenia mutovanej alely od matky, otca alebo oboch rodi¢ov. Predpokladom je
heterozygotnost’ matky pre dany lokus (jedna alela je normalna, tzv. wild-type, oznacena N
a druhd je mutovand, oznacend M) — matka je bud prendSackou autozomdlne recesivnej
poruchy alebo nositel’kou autozomélne dominantnej poruchy. Jej genotyp pre dany lokus je
MN a fetdlny genotyp mdze byt NN (plod je zdravy), MN (plod je prendsa¢ autozomadlne
recesivnej alebo nositel autozomdlne dominantnej poruchy) a MM (plod md monogénnu
poruchu).

Hodnota RMD je stanovend ako pomer koncentricie M a N alely v celkovej
extracelularnej DNA bez nutnosti odliSenia materskej a fetdlnej DNA. Pokial’ sa rovna 1, plod
je rovnako ako matka heterozygot MN. Ak je od hodnoty 1 vychylend, genotyp plodu je MM
alebo NN. Miera odchylky zavisi na frakcii cffDNA s odliSnym genotypom ako je matersky —
¢im je proporcia cffDNA vyssia, tym je zretelnejSia.

Tato metéoda bola aplikovand na detekciu dvoch muticii zapricinujucich

hemoglobinopatie (mutdcia v hemoglobine E a mutdcia spOsobujica [-thalassémiu)
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vo vzorkdch zmesi majoritnej heterozygotnej DNA a minoritnej DNA s r6znym genotypom
predstavujicej 5-50 % a tieZ vo vzorkdch materskej krvnej plazmy odobratych v 18. az 20.
tyzdni tehotenstva. Klasifikdcia vzorky bola stanovend na zdklade SPRT analyzy. Vzorky
zmesi boli spravne klasifikované az na jednu, kde bola frakcia minoritnej DNA menSia ako
10 %. Zo vzoriek materskej krvnej plazmy bolo spravne klasifikovanych len 5 z celkového
poctu 10 pouzitim 12 az 24 mikrofluidnych panelov (1 az 2 mikrofluidnych chipov). Jedna
vzorka bola klasifikovand nespravne a 4 boli neklasifikovatelné, pricom vo vsetkych tychto
vzorkach bola proporcia cffDNA menSia ako 10 %. Pocitacova simuldcia ukdzala, Ze pri
frakcii cffDNA 10 % ostane 22,9 % homozygotnych a 50,8 % heterozygotnych plodov
neklasifikovanych s pouzitim 7650 jamiek.

Najvicsou prekdzkou vyuzitia tejto metddy v neinvazivnej diagnostike je preto nizka
frakcia cffDNA v porovnani s materskou extraceluldrnou DNA v krvnej plazme. Lun et al.
(2008b) preto ako ciastocné rieSenie navrhli lokus-Specificki metédu na zvySenie frakcie
cffDNA nazyvanud digitdlna selekcia nukleovych kyselin podla velkosti (digitilna NASS)
a poukdzali na zvySenie presnosti RMD metddy s vyuZitim digitdlnej NASS. Tento postup
vyuziva duplexovu digitdlnu PCR, pricom v jednotlivé jamky si po PCR reakcii rozliSené
podra toho, ¢i sa v nich nachddzal povodne kratsi alebo dlhsi templatovy fragment. Nésledne
sa pracuje uz len skratSimi fragmentami, pretoZe sa predpokladd, Ze medzi kratSimi
fragmentami je vicSia frakcia fetdlnych molekil v porovnani s materskymi ako medzi dlh§imi
fragmentami. Tento postup mdZe mat uplatnenie aj pri inych metddach neinvazivnej
prenatdlnej diagnostiky vyZzadujucich zvySenie frakcie cffDNA, ako napriklad detekcia
aneuploidii meranim digitdlneho RCD popisovand v kapitole 4.2.2. RMD metdda je
teoreticky vhodnd na diagnostiku akejkol'vek monogénnej poruchy z cffDNA, avsak zatial
nedosahuje dostato¢nui presnost’ pri primeranom pocte jamiek, ktory by bol vhodny na

uplatnenie metddy v klinickej praxi.

5. ,,Shotgun‘ sekvenovanie a jeho vyuZitie v neinvazivnej prenatalnej

diagnostike
5.1 Zakladna charakteristika metody ,,shotgun‘‘ sekvenovanie

»Shotgun‘ sekvenovanie s pouZitim Solexa/Illumina platformy je jednou z modernych
sekvenovacich metdd. Ide o paralelné sekvenovanie celého gendmu, pricom si sekvenované

obrovské mnoZzstva kratkych dsekov. Gendmové templatovd DNA je fragmentovand na dseky
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dlhé niekol'ko stoviek nukleotidov, v pripade cffDNA uZ nie je potrebnd ziadna dalSia
fragmentdcia. K 3’koncom  jednoretazcovych  fragmentovn DNA si ligované
oligonukleotidové adaptéry. Tieto adaptéry si komplementdrne k oligonukleotidovym
kotvam, ktoré su pripojené na platni¢ku nazyvanu ,,flow cell, kde sa odohrdva sekvendcia.

Jednoretazcové templatové fragmenty s adaptérmi su viazané na ndhodné miesta na
platnicku a nasledne zacne tzv. mostikova amplifikacia, kedy adaptér na 3 konci templatu
prichytenom 5 koncom k platni¢ke hybridizuje s kotvou. Tato kotva je na svojom 3'konci
predlZovand a vytvori sa fragment komplementarny k templatovému fragmentu. Amplifikacna
reakcia je mnohokrat opakovana, az sa vytvoria clustery fragmentov DNA totoZnych
s povodnou templatovou molekulou. Kazdy cluster obsahuje priblizne 1000 molekdl a na
jednej platnicke mdze byt az 50x10° samostatnych clusterov. Ndasledne su clustery
denaturované a na platnicke sd ponechané len ,,forward* vldkna prichytené svojim 5 koncom
k platnicke.

Na inicidciu sekvendcie st na platniCku pridané primery komplementérne
k adaptérom, DNA polymerdza a4 typy rdzne fluorescenéne znafenych terminacnych
nukleotidov. Tie sa viazu za primer komplementarne k prvému nukleotidu idedlne kazdého
retazca kazdého clusteru a ndsledne je zaznamenand fluorescencia clusterov, podla ktorej je
determinovany prvy nukleotid. Pred zacatim kaZdého dalSieho sekvenacného cyklu je
odstranend fluorescencna znacka a 3 koniec termina¢ného nukleotidu je odblokovany, aby sa
k nemu mohol pripojit’ d’als$i nukleotid. Tak je postupne sekvenovany cely fragment DNA

v kazdom clusteri (zhrnuté vo Voelkerding et al., 2009).

5.2 Neinvazivna prenatalna diagnostika s vyuzitim metédy ,,shotgun‘‘ sekvenovanie

Metdda ,,shotgun sekvenovanie bola len neddvno popisand v stivislosti s diagnostikou
fetdlnych chromozomalnych aberacii (Chiu et al., 2008; Fan et al., 2008). Na rozdiel od
postupov vyuzivajicich MALDI-TOF MS a digitilnu PCR ide o metédu nezdvisli na
polymorfizmoch a akychkol'vek Specifickych lokusoch nevyzadujicu odliSenie materske;j
a fetdlnej extraceluldrnej DNA. Produktom sekvendcie st miliény osekvenovanych kratkych
fragmentov, ktoré si ndsledne rozdelené do skupin podla toho, z akého chromozému
pochddzajui. Podl'a poctu sekvencii z jednotlivych chromozémov je mozné stanovit, ¢i
niektory chromozém povodom z fetdlnej cffDNA nie je trizomicky (alebo teoreticky aj

monozomicky).
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Fan et al. (2008) touto metéddou dspeSne detegovali fetdlnu trizomiu chromozémov 21,
18 a 13 vo vSetkych 12 vzorkdch materskej krvnej plazmy. Po sekvendcii ziskali z kazdej
vzorky priblizne 10 miliénov fragmentov, z ktorych priemerne 154 000 pochédzalo
z chromozému 13, 135000 zchromozému 18 a 65700 z chromozému 21. Pre kazdy
chromozém bola stanovend tzv. hustota sekvencnych znaliek (STD), ktorej hodnota je
vyjadrena medidnom poctu detegovanych sekvencii v pohyblivom okne velkosti 50 kb a bola
vypocitana jej relativna hodnota vzhl'adom k STD daného chromozému z referenéne;j
genémovej DNA. Pre chromozémy 13, 18 a 21 boli stanovené konfidenc¢né intervaly tejto
relativnej STD odpovedajice euploidnym vzorkam. Hodnota relativnej STD trizomicke;j
vzorky by mala byt nad hornou hranicou konfiden¢ného intervalu pre prislusny chromozém
a na zaklade tejto podmienky mo6zu byt vzorky klasifikované na euploidné a aneuploidné.

Chiu et al. (2008) pouzili iny matematicky postup na rozliSenie vzoriek materskej
krvnej plazmy s euploidnym plodom a s plodom s Downovym syndréomom. Pre potencidlne
trizomicky chromozém (v tomto pripade chromozém 21) je najprv vypoc¢itana hodnota N ako
pocet unikdtnych sekvencii z daného chromozému v sledovanej vzorke vydeleny celkovym
poctom unikdtnych sekvencii pre vSetky chromozémy danej vzorky. Z tejto hodnoty N je
vypocitané z-skore, ktoré vyjadruje pocet smerodajnych odchylok, ktorymi sa hodnota N
daného chromozému Studovanej vzorky odliSuje od referencnej hodnoty pre dany
chromozém. Této referenénd hodnota je vypocitand z hodndét N pre dany chromozém
z euploidnych vzoriek. Z-skére aneuploidnych vzoriek je vyrazne vysSie ako euploidnych
a ako hranica pre klasifikaciu sluzi hodnota z-skoére 3. VSetkych 14 euploidnych vzoriek malo
hodnotu z-skére mensiu ako 3 a vSetkych 14 aneuploidnych vzoriek vécsiu ako 3 (rozsah
5,03-25,11), takZe na zaklade tejto metddy boli vSetky vzorky klasifikované spravne.

Metdda ,,shotgun® sekvenovanie je vhodna na detekciu fetdlnych chromozomalnych
trizomii. Podla uvedenych vysledkov ma vysokd presnost aje dostatoCne robustna
a prevySuje tak postupy spojené s MALDI-TOF MS a mikrofluidnou digitdlnou PCR. Obidve
skupiny (Chiu et al., 2008; Fan et al., 2008) boli schopné spravne diagnostikovat’ trizomiu
chromozému 21 uZ v 14. tyZdni tehotenstva. Predpokladd sa, Ze tito metéda by bola
dostato¢ne presnd aj na detekciu mensich chromozomadlnych abericii, kedy chyba len cast
chromozému. Najvicsou limitaciou je pravdepodobne vysokd cena spojend s analyzou kazdej
vzorky — len sekvenacnd zmes pre jednotlivd vzorku stoji 700$, a to zabranuje uplatneniu

tejto metddy neinvazivnej prenatdlnej diagnostiky v rutinnej praxi (Chiu et al., 2008).
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6. Zaver

Vo svojej bakalarskej praci som sa pokiisila zhrnit' aktudlne perspektivne moznosti
neinvazivnej prenatdlnej diagnostiky fetilnych monogénne dedicnych portch
a chromozomadlnych aneuploidii s vyuZitim modernych molekuldrno-genetickych metdd.
Popisované postupy maji potencidl nahradit’ sicasne pouZzivané invazivne metddy ako
bezpecnejsia alternativa nepredstavujuca Ziadne riziko pre matku a plod. Diagnéza plodu by
tak mohla byt stanovena z extraceluldarnej fetdlnej DNA a RNA pritomnej v malom mnoZstve
materskej krvi.

Analyza fetdlnych extracelulairnych nukleovych kyselin mdze slizit na viacero
diagnostickych tcelov. V klinickej praxi je vyuZzivand zatial len na determiniciu pohlavia
a RHD genotypu plodu prostrednictvom detekcie fetdlnych paterndlne zdedenych sekvencii
DNA, ktoré nie su pritomné v materskom genéme. Ide o sekvencie $pecifické pre chromozém
Y vpripade urCovania pohlavia asekvencie RHD génu deletované u vidcSiny RhD
negativnych matiek kaukazského pdvodu v pripade stanovovania RHD genotypu plodu.
Medzi d’alSie mozné aplikacie sa zarad’uje detekcia komplikacii v tehotenstve, monogénne
dedi¢nych portch plodu a fetdlnych chromozomélnych aneuploidii.

Vyvoj postupov vyuZzivajicich popisané moderné metédy MALDI-TOF MS, digitilna
PCR a ,shotgun“ sekvenovanie sa sustreduje na potencidlnu diagnostiku fetdlnych
chromozomalnych aneuploidii a v mensej miere aj monogénne dedicnych portich. Analyza
pomocou MALDI-TOF MS je podmienend odliSenim materskych a fetdlnych
extracelularnych nukleovych kyselin, napr. prostrednictvom rozdielnej metyldcie. Druhou
moznostou je Stidium mRNA exprimovanej vyhradne bunkami placenty fetalneho pdvodu.
Chromozomédlna aneuploidia je diagnostikované na zdklade stanovenia pomeru alel vo forme
DNA alebo mRNA ur¢itého lokusu na Studovanom chromozdéme.

Obe tieto metddy boli na sledovanych vzorkdch tspes$né, avsak ich nevyhodou je
obmedzenie na plody heterozygotné pre SNP v danom lokuse. RieSenim by mohlo byt
roz§irenie poctu lokusov na danom chromozéme s alelami srozdielnymi SNPs. Postup
vyuzivajici mRNA bol Studovany na priklade trizomie 21. chromozému, ale obdobné
markerové mRNA boli ndjdené aj na chromozémoch 13 a 18, a postup zamerany na rozdielne
metylovani DNA bol vyskdSany na priklade trizomie 18. chromozému, pricom takéto fetdlne
Specifické markery sa nachadzaju aj na chromozéme 21. Nevyhodou postupu s DNA je
potreba vicSieho mnozZstva DNA a nasledne aj krvi, pretoZe na rozliSenie rozdielnej metylacie

je zvyc€ajne pouzivand metdda, pocas ktorej dochadza k vel’kym stratdim DNA. Na diagnostiku
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fetdlnej monogénne dedi¢nej poruchy prostrednictvom MALDI-TOF MS je detegovand
pritomnost’, resp. nepritomnost’ paternilne zdedenej mutovanej alely alebo mutacie de novo.

Diagnostika aneuploidii s vyuZitim digitdlnej PCR, resp. mikrofluidnej digitdlnej PCR,
je moznd pomocou merania pomeru alel z fetdlne Specifickej DNA a stanovenim relativne;j
chromozomalnej davky, kedy nie je nutné odliSit’ matersku a fetdlnu DNA. Je to tieZ metoda
nezavisla na polymorfizmoch stanovujica pomer sekvencii ur¢itého lokusu potencidlne
trizomického chromozému a referenéného chromozému. Je podmienend dostatocne velkou
frakciou cffDNA atieZ mnozstvom celkovej extraceluldrnej DNA a preto doteraz nebola
aplikovana na analyzu vzoriek materskej krvnej plazmy. RieSenim potreby vel’kého mnozstva
DNA a preto aj krvi by mohlo byt vyuzitie viacerych lokusov na potencidlne trizomickom
a referencnom chromozéme alebo zvysenie frakcie cffDNA. Digitdlna PCR je vhodna aj na
diagnostiku monogénne dedi¢nych porich pomocou merania relativnej mutacnej davky za
sucasného predpokladu zvysenia frakcie cffDNA oproti materskej extracelularnej DNA.

Postupy vyuzivajuice MALDI-TOF MS a digitdlnu PCR sd vZdy zamerané na urcity
Specificky lokus apreto je pre ne limitujice mnozZstvo €i frakcia cffDNA. ,,Shotgun‘
sekvenovanie je naproti tomu nezavislé na akomkol'vek lokuse a na detekciu aneuploidie sa
stanovuje mnoZzstvo vSetkych sekvencii pochddzajicich z potencidlne trizomického
chromozému. Nie je tak potrebné zvySovat’ frakciu cffDNA a zaroven je to metdéda vhodna
pre celd populdciu, pretoZe nie je obmedzend na heterozygotov pre nejaky lokus. Je aj
pomerne presnd a robustnd, ale nevyhodou je vysoka cena spracovania a vyhodnotenia jedne;j
vzorky. D4 sa vSak oCakévat’, Ze tato cena by mohla s postupom casu klesnut’.

Aby ktordkol'vek s tychto metéd mohla byt zavedena do klinickej praxe, musi byt
otestovand na dostatocne velkom pocte vzoriek materskej krvnej plazmy a nasledne
dostatocne presnd, vhodnd pre celd alebo takmer celd populdciu aco najjednoduchsia
a najlacnejSia. Teoreticky sa ako najvhodnejSia metdda javi ,,shotgun® sekvenovanie, ale
velkou prekdzkou je pomerne vysokd cena potrebnd na diagnostiku jednej vzorky. Tato
metdda by ale mohla byt skombinovana s postupom stanovovania pomeru alel mRNA — ak
by bol plod heterozygotny pre ur€ity lokus, uplatnila by sa lacnejSia metéda vyuZivajica
mRNA, a ak nie, pouZilo by sa ,,shotgun“ sekvenovanie. V pripade tspesného uplatnenia
niektorej z metdd v neinvazivnej prenatdlnej diagnostike by bolo moZzné hodnoverne
detegovat’ chromozomdlne aneuploidie uz v 1. trimestri tehotenstva a tito metéda by mohla
byt analogicky vyuzitd na detekciu rakoviny z tumor-Specifickej extracelularnej DNA

v krvnej plazme a sére.
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