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1. Uvod

Cytogenetickd analyza je vyznamnou slozkou prenatidlni diagnostiky. Vyuziti
molekularné cytogenetickych metod znaéné rozsifuje moznosti identifikace riznych

abnormalit v genomu [1].

Jednou z téchto technologii je metoda SNP array. Je to metoda celogenomového

screeningu s 1000krat vétsi rozliSovaci schopnosti, nez klasicky karyotyp.

SNP array detekuje submikroskopické zmény na urovni rozliSeni 10 kb s vyuzitim
ptitomnosti polymorfisma v jednom nukleotidu (SNP; single nucleotide polymorphism)
Vv genomu pacienta. Metoda je indikovdna jako prenatdlni i postnatdlni vySetfeni
v pfipadech, kdy neni mozZné jinou dostupnéj$si metodou (karyotypovéni, FISH,
QF PCR) odhalit pfi¢inu patologického ultrazvukového nalezu u plodu, pficinu
abnormalniho fenotypu jedince nebo piesné identifikovat abnormalitu zjiSt€énou

v karyotypu (event. v QF PCR) [2].



2. Soucasny stav studované problematiky

Prenatalni diagnostika zahrnuje diagnostiku genetickych chorob v prabehu téhotenstvi.
Tyto informace mohou vést rodinu k rozhodnuti ohledné reprodukce, kterym miize byt
I ukonceni gravidity, anebo usnadni naplanovani odpovidajici 1ékafské, chirurgické

¢i psychologické intervence [3].
Metody prenatalni diagnostiky délime na neinvazivni a invazivni.
2.1. Neinvazivni vySetieni
2.1.1. Kombinovany screening v I. trimestru (10-12. tyden gravidity - t. g.)

— kombinace ultrazvukového meéfeni Sijového projasnéni u plodu (NT; nuchdlni
translucence) a stanoveni hodnot biochemickych markerd v krvi matky (PAPP-A;

pregnancy-associated plasma protein A a fBhCG; freep-human chorionic gonadotropin).

2.1.2. Screening materského séra ve I1. trimestru — triple test (16. t. g.)

- stanoveni tfi markert v krvi matky (AFP; a-fetoprotein, uE3; nekonjugovany estriol,

hCG; human chorionic gonadotropin).

Oba screeningy slouzi ke stanoveni rizika trizomie chromozomu 21 (T21; Downav
syndrom), trizomie chromozému 18 (T18; Edwardstv syndrom), trizomie chromozomu

13 (T13; Patativ syndrom) a defektu neuralni trubice (NTD; neural tube defect).

Tydny gravidity pro odbér krve na screening jsou stanoveny podle kolisani jednotlivych
biochemickych markerii v pribéhu gravidity: syntéza AFP prudce nartsta do 10-13.
t.g., hCGdo11.t. g. [4].

Kalkulace rizika Downova syndromu je provadéna pomoci programu ALPHA
od britské firmy Logical Medical Systems. Vysledky biochemického vySetieni

a hodnoty NT jsou vztazeny k véku matky a gesta¢nimu tydnu.



2.1.3. Ultrazvukové vyseti‘eni ve I1. trimestru

— slouzi k zachytu morfologickych anomalii plodu, umoziuje pfesné urceni staii plodu,

identifikaci viceCetnych téhotenstvi a potvrzeni zivotaschopnosti plodu [4].

2.1.4. 1zolace fetalni DNA z materského séra

— neinvazivni prenatalni vysetfeni na zakladé analyzy volné fetalni DNA (cffDNA; cell
free fetal DNA) v plazm¢ matky, detekujici aneuploidie chromosomu 13, 18, 21, X a'Y
u plodu [5].

Fetélni bunky se v matei'ské periferni krvi vyskytuji v nevyhodném poméru (1:10 000-
1000 000) a proto je technologicky obtizné jejich oddéleni. Proto se presunula
pozornost k analyze cffDNA, rozptylené v plazmé matky. Ta se vyskytuje v koncentraci
témer 25krat vyssi, nez je k dispozici v jadernych bunkach, ziskanych ze stejného

objemu matetské krve [6].

Ptitomnost cffDNA v matefském séru byla objevena v roce 1997. Jeji koncentrace

se zvySuje s pokrocilosti téhotenstvi (v L. trimestru do 3 %, ve III. trimestru az 6 %) [7].

Vysetieni se provadi zpravidla po 12. t. g.

2.2. Invazivni vySetieni

V prenatalni diagnostice se metoda analyzy chromozomil pouZziva od sedmdesatych let
astala se hlavni technikou vyuzivanou k detekci chromozomalnich abnormalit. Bylo
zjisténo, ze materidl plodu muze byt kultivovan k dosaZeni potfebného mnoZstvi
metafaznich bun¢k a byt tak vyuzit ke stanoveni karyotypu plodu. Na zacatku
Il. trimestru gravidity se vyuzivaji amniocyty, v 1. trimestru bunky choria. Tyto metody

se za stalého vylepSovani vyuzivaji dodnes [8].

2.2.1. Amniocentéza (AMC)

— ambulantni vykon, pfi kterém je transabdominalné jehlou odebran vzorek plodové
vody pod UZ kontrolou. Odbér se provadi optimaln¢ mezi 16. a 18. t. g. Nekdy se
provadi i casna AMC a to jiz pied 15. tydnem. Plodova voda obsahuje buiniky fetalniho



puvodu, které se daji pro diagnostické ucely kultivovat a pouzit k chromozomalnimu

I molekularné genetickému vysetieni [9].

Tato metoda byla poprvé popsdna v roce 1952. Od zacatku Sedesatych let se objevuji
zpravy o jejim postupném vyuziti v rutinni praxi. V cCeskych zemich byla AMC

zavedena do praxe zacatkem sedmdesatych let [4].
2.2.2. Biopsie choriovych klki (CVS)

— odbér choriovych klkii se v soucasnosti provadi vyhradné transabdomindlné,
optimalné ve 12-13. t. g. Klky jsou derivatem trofoblastu. K diagnostice se vyuzivaji
buiiky cytotrofoblastu a to spiSe pro pfimou metodu zpracovani bez kultivace
a mezenchymalni builky mezodermu, které lze vyuzit pfi kultivaci ve tkanové kultute
(rostou rychleji a formuji vrstvu fibroblastll). Prvni transcervikélni biopsie choria byla

provedena v Cin& v roce 1975 pro uréeni pohlavi a vysetfeni sexchromatinu [4].
2.2.3. Kordocentéza

— odbér pupeénikové krve pod UZ kontrolou. VétSinou se provadi mezi 19. a 21. t. g.
Tato metoda se vyuziva, pokud UZ vySetfeni ukazuje néjakou abnormalitu plodu nebo
pokud kultivace bun¢k z plodové vody selhala, ¢i dala nejednoznacny vysledek.

Kultivace bungk z fetalni krve trva 72 hodin [9].
2.2.4. Hlavni indikace invazivni prenatalni diagnostiky [10]

vysS§i vék matky (obvykle nad 35 let)

ptedchozi gravidita s plodem s de novo vzniklou chromozomalni vadou
porod ditéte s vrozenou vyvojovou vadou z predchozi gravidity
opakované spontanni aborty

ptitomnost strukturalni chromozomové vady u jednoho z rodict
pozitivni biochemicky screening v I. trimestru

patologicky vysledek UZ vySetteni
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dédicné onemocnéni v rodinné anamnéze, které l1ze diagnostikovat nebo vyloucit
biochemickym nebo DNA vySetfenim
9. expozice jednoho z rodi¢li mutagennim vlivim

10. psychologicka indikace



2.2.4.1. Indikacni kritéria pro pouziti SNP array

e abnormalni UZ nalez pfi normalnim karyotypu
e nejasny nalez v karyotypu (derivovany chromosom, de novo nalez marker

chromozomu, de novo nalez ,,balancované® piestavby)

2.3. Metody vyuzivané v cytogenetické laboratori
2.3.1. Klasicka cytogenetika — mikroskopické stanoveni karyotypu

Piesny pocet lidskych chromozémii byl stanoven ve Svédsku, v roce 1956. V letech
1968-1970 byly tamtéZ objeveny a zavedeny pruhovaci techniky chromozomi. Tento
objev vedl k ptfesné identifikaci kazdého chromozomu v karyotypu podle sledu silné

a slabé se barvicich pruhu [11].

Pomoci cytogenetického vySetfeni je mozné identifikovat aneuploidie a mnoho
chromozomalnich abnormalit. Konvenéni cytogeneticka analyza ale neni schopna
odhalit zmény mensi nez 5-10 Mb. Krom¢ toho mikroskopicka diagnostika
chromozéml nemusi odhalit plivod nadpocetnych marker chromozéml a nemusi

rozpoznat jemné piestavby subtelomerickych oblasti chromozdémd.

Nevyhodou této metody v prenatdlni diagnostice je délka vySetfeni, protoZze doba
potiebna ke kultivaci amniocytd je zpravidla 10-14 dni [1]. (V ramci postnatalni

diagnostiky se kultivuji lymfocyty periferni krve 72 hodin.)

V réamci prenatdlni diagnostiky bylo karyotypovani pfedstaveno v roce 1966, kdy bylo
zjiSténo, Ze chromozomalni konstituce plodu muize byt stanovena analyzou
kultivovanych bun€k zplodové vody. O rok pozd&i byla odhalena prvni

chromozomalni aberace [12].



2.3.2. Molekularni cytogenetika
2.3.2.1. Fluorescencni In Situ Hybridizace (FISH)
V nékterych ptipadech je mozné doplnit vysetieni karyotypu metodou FISH.

Do laboratofi byla zavedena v roce 1988 [10]. Vyuziva specifickych DNA sond, které
hybridizuji na interfazni jadra nebo metafazni chromozémy. Metoda umoziuje
identifikovat nékteré konkrétni suspektni chromozomalni abnormality nebo potvrdit
klinické podezieni na znamé mikrodele¢ni syndromy [13]. (Napf. vySetieni STS lokusu

u nizkého estriolu ve II. trimestru nebo vySetfeni Di-Georgova syndromu u srde¢nich

vad.)

Jeji vyhodou oproti karyotypovani je, Ze k vySetfeni nejsou potfeba metafazni

chromozoémy, ale daji se analyzovat 1 bunécna jadra v interfazi.

Nevyhoda spociva v jeji specifi¢nosti, protoze jednotliva vySetfeni jsou zaloZena pouze

na potvrzeni nebo vylouceni urcité konkrétni suspektni abnormality.

2.3.2.2. SNP array

Dalsi alternativou pro stanoveni diagnézy je metoda SNP array. Stala se zdkladnim
rutinnim diagnostickym ndstrojem a postupné nahrazuje cytogenetick¢ metody. Je to
jedna z technologii celogenomového screeningu, ktera zvySuje schopnost odhalit
submikroskopické zmény v poctu kopii — varianty v po¢tu kopii (CNVSs; copy number
variations) u pacientti s celkovym opozdénym vyvojem, mentalni retardaci, autismem,
mnohocetnymi vrozenymi vyvojovymi vadami a dysmorfizmem, a stdva se G€innym
pomocnikem v odhalovani genetickych chorob a v postnatalni i prenatalni diagnostice.
Dale se uplatiiuje ve vyzkumu nadort a v diagnostice, klasifikaci a prognostice riznych
malignit. Navic tato metoda muze odhalit CNVs nejasného vyznamu roztrousené
pies cely genom. VétSina klinicky dostupnych testovacich souprav je navrhovana
k detekci aneuploidii, mikrodele¢nich a mikroduplikac¢nich syndroma a subtelomeric-

kych nebo jinych nebalancovanych prestaveb [14].
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S pomoci SNP array dokazeme standardné zachytit chromozomalni aberace 0 velikosti
10 kb. V ramci prenatalni diagnostiky ji vyuzivame V pfipad¢ zavazného UZ nalezu,
kdy karyotyp neodhali zadnou aberaci, dale v pfipad¢ nalezu nékterych typi nejasnych
chromozomalnich aberaci (uréeni marker chromozomu, derivovanych chromozomu

apod.) [2].

Vyhodou této metody oproti klasickému karyotypovani je moZnost vySetieni
odebran¢ho vzorku bez nutnosti kultivace, tj. po pfimé izolaci DNA z nativni tkané.
To mlze vyrazné zkratit dobu mezi odbérem materidlu a ziskanim vysledku vySetfeni.

Metoda SNP array nedokaze odhalit balancované prestavby a mozaiky < 10%.

Porovnani diagnostickych moznosti karyotypu a SNP array je shrnuto na obrazku 1.

Karyotyp SNP array
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Obr. 1. MozZnosti a limity mikroskopického hodnoceni karyotypu a metody

SNP array (Prevzato z: lllumina Ultra Protocol Guide [15]).
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3. Cil prace

Cilem této bakalafské prace je zhodnotit pfinos molekularné cytogenetické metody
SNP array ve spektru ostatnich genetickych metod pouzivanych v prenatalni
diagnostice. Zjistit jeji pfednosti i limity a mozZnost jejiho zavedeni do rutinni praxe

na pracovisti cytogenetické laboratoie Gennetu.

4. Material a metodika [16]
4.1. Princip metody SNP array

metoda vyuziva statisticky vybrana mista s jednonukleotidovym polymorfizmem (SNP)
Kk diagnostice zmén v genomu a to jednak pocetnich (CNV) a jednak neutralnich
z hlediska poctu kopii (ztrata heterozygozity). Po definované amplifikaci, fragmentaci,
srazeni a resuspendaci DNA je tato nanesena na vySetfovaci C¢ip Kk hybridizaci
S pfitomnymi vySetfovacimi oligonukleotidy (obr. 2). Po hybridizaci a naznaceni
hybridizovanych fragmenti jsou skenovand data naftena do vyhodnocovacich
programtll. Software virtudlné srovnava pacientova data s definovanou skupinou dat
ziskanou od srovnavaci skupiny 200 jedinct. Po detekci zmén v genomu je dalS$im
srovnavanim S dostupnymi mezinarodnimi genetickymi databazemi

(http://genome.ucsc.edu, www.nchi.nlm.nih.gov/omim, http://projects.tcag.ca/variation,

Www.iscaconsortium.org, http://decipher.sanger.ac.uk) uzavien vysledek vysetfeni

definujici pro pacienta miru patogenity zjisténé zmény.
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Obr. 2. Illumina Human Cyto SNP-12 v 1.

12 vzorkli (12 pacientll) na skle 300 000 SNP markert ptes cely genom, 1 marker
kazdych 10 kb (v klinicky vyznamnych oblastech 1 marker kazdych 6 kb;
na skle jsou do jamek umistény kuli¢ky z kfemiku o velikosti 3 pm, pokryté stovkami
tisic kopii specifickych oligonukleotida

(Ptevzato z: http://www.atlas-biolabs.de/illumina-human [17]).

4.2. Pristroje, pomiicky, spotiebni material
Hybridiza¢ni pec a Hybridiza¢ni komirka
Mikrotitracni tfepacka

Mikroinkubétor Hybex

Tavicka a folie na mikrotitracni desticky
Vodni lazen

Komorovy drzak k vodni lazni a komurky
Teplomér ke komorovému drzaku

Vyvéva membranova

Chlazena centrifuga
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Sklenéné a plastové kyvety

Stojanek na skla kovovy a plastovy

Automatické pipety a 8-kanalové pipety

Ttepacka na mikrotitracni desticky

Stojanek na zkumavky a mikrozkumavky

Pipetovaci vanicky pro multikanalové pipety

Mikrotitracni desticky 96 jamek a plastova vicka

Stla¢eny vzduch, nlizky, stopky, beztalkové rukavice, buni¢ina

4.3. Reagencie a Cinidla

z vetsi ¢asti komer¢ni kity firmy Illumina, u ostatnich reagencii je doplnén dodavatel
1. den: denaturace, neutralizace, amplifikace

MA1, MA2, MSM — ulozeni pii -15 az -25 °C

0,1N NaOH - ulozeni pii 2 az 8°C

2. den: fragmentace — FMS - ulozeni pfi -15 az -25 °C

precipitace — PM1 — ulozeni pti 2 az 8 °C

100% 2-propanol — ulozeni pii 20 az 25 °C (Sigma Aldrich)
resuspendace — RAL — ulozeni pfi -15 az -25 °C

hybridizace — PB2 — ulozeni pfi 2 az 8 °C

3. den: odmyvani a barevné znaceni

PB1, XC3, XC4, absolutni ethanol p.a. - ulozZeni pti 20 az 25 °C
RAL, XC1, XC2, TEM, STM, ATM — ulozeni pfi -15 az -25 °C
95% formamid / 1mM EDTA - ulozeni pii -15 az -25 °C
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4.4. Pracovni postup
Vlastni laboratorni prace probiha 4 pracovni dny:
1. den - amplifikace DNA metodou izotermni definované PCR reakce.

2. den — fragmentace, precipitace, resuspendace DNA a jeji naneseni na Cip

k hybridizaci.

3. den - odmyti ¢ipu, znaceni hybridizovanych fragmentti DNA a ptfedani ke skenovani.

4. den - ptedani hrubych skenovanych dat, nacteni do programu a individualni

hodnoceni kazdého pacienta (ftadov¢ hodiny).

4.4.1. Prijem a kvantifikace vzorku DNA

DNA k vySetieni je izolovana v laboratofi molekuldrni genetiky pfimo z periferni nebo
pupecnikové krve, plodové vody, choriovych klki a abortl nebo z kultivovanych bunék
z plodoveé vody a choriovych klka sklizenych po kultivaci v cytogenetické laboratofi.
Pfed zatfazenim DNA do vlastniho vySetieni na Cipu je zkontrolovana koncentrace
a kvalita DNA pfeméfenim na pfistroji Nanodrop od firmy Thermo Scientific, aby
vyhovovaly kvalité¢ doporucené v metodice laboratorni pfipravy - tj. koncentrace 50—
100 ng/ul a Cistota 1,9-2,2 (A260nm/A280nm). V piipad¢ potieby je provedeno fedéni
vzorku DNA 1x Tris EDTA pufrem.

4.4.2. RozvrZeni vySetieni

U postnatalnich ptipadl je vySetfeni SNP array indikovéano u pacientd, kterym nebyla
jinymi dostupnéj$imi metodami (karyotypovani, FISH, molekularni genetika) zjiSténa
pfi¢ina fenotypovych odchylek. Prenatalni SNP array vySetfeni je provadéno
ve statimovém rezimu a rovnéz v piipadech, kdy nelze jinymi metodami detekovat
patogenni zménu v genomu plodu. Vzdy je k vySetfeni poZadovan vysledek
karyotypovani a podrobny klinickogeneticky ptfehled o fenotypu nebo ultrazvukovém

nalezu u plodu.

Teprve po kompletaci zprav a ptislusné DNA je vzorek DNA zatfazen do planovace

vySetieni SNP array v databazi.
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Podle planovace je vytvoreno schéma umisténi vzorklih DNA na pracovni desti¢ce
anasledn¢ na  Cipu, které jednoznacné¢  identifikuje  kazdy  vzorek.
Vzorky DNA jsou rozpipetovany v objemu 8 ul do popsanych sterilnich PCR

mikrozkumavek podle planované pozice na desticce.

4.4.3. Denaturace, neutralizace a amplifikace DNA (1. den)

o Pted zahdjenim prace zajistime predehtati hybridizac¢ni pece Illumina na teplotu
37°C, rozmrazeni komeréné dodanych roztokli s oznacenim MA1, MA2 a MSM.
Roztoky jsou i s roztokem 0,1N NaOH nahtity na pokojovou teplotu (RT),
oto¢enim zkumavky promichany a pulsné stoceny k odstranéni potencidlnich
drobnych bublinek.

e Do mikrotitraéni destiCky je na mista planovanych vzorkd napipetovano
multikanalovou pipetou 20 pl roztoku MAT.

e Z ptipravené desticky se vzorky DNA sefazenymi identicky s pldnovacem jsou
do mikrotitra¢ni desti¢ky poté napipetovany postupné 4 pl vSech vzorki DNA.

e Do kazdého mista se vzorkem v mikrotitraéni desticce jsou napipetovany 4 ul
roztoku 0,1N NaOH k zajisténi optimalni denaturace.

o Mikrotitracni desticka je prekryta a utésnéna vickem a poté centrifugovana
1 min/280 g.

e Desti¢ka je vortexovana pii 1600 rpm po dobu 1 minuty a inkubovana 10 minut
pti RT.

o Ke vzorklim na desticce je multikanalovou pipetou ptidano 34 pl roztoku MA2
k neutralizaci a promichano opakovanym nasavanim.

e Ke vzorkiim je pfidano 38 pl roztoku MSM obsahujiciho amplifikaéni master
mix.

e Po ptekryti desticky vickem v pfislusné orientaci je tato vortexovana
1 min/1600 rpm, sto¢ena na centrifuze (1 min/280 g) a ulozena do ptredehtaté
hybridizacni pece (37 °C) s nastavenym pomalym promichavanim (stupeii 5)

na 20-24 hodin k amplifikaci DNA.
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4.4.4. Fragmentace, precipitace, resuspendace a zahajeni hybridizace (2. den)
Fragmentace

e Pfed zahdjenim prace je provedeno rozmrazeni, promichdni a pulsni
centrifugace roztoku s oznaCenim FMS obsahujictho enzym k zajiSténi
definované fragmentace.

e Mikroinkubator s adaptérem na mikrotitraéni desticky nahfejeme na 37 °C.

o Mikrotitracni desticka je vyjmuta z hybridizaéni pece a centrifugovana
1 min/50 g.

e Ke kazdému vzorku je multikanidlovou pipetou piidano 25 pl roztoku FMS,
desticka je prekryta vickem, vortexovdna 1min/1600rpm a poté centrifugovana
1 min/50 g.

e Desticka je uloZzena na 1 hodinu na ohfivaci blocek (37 °C).

Precipitace fragmentované DNA

o Pted zahajenim prace je promichan a pulsné centrifugovan roztok s oznaenim
PML1.

e Ke kazdému vzorku na desticce je multikanalovou pipetou ptidano 50 pl roztoku
PM1. Soucasti roztoku je i dextran, zpusobujici vyssi viskozitu. Je nutné dbat
na dobré promichani opakovanym nasavanim a vypousténim.

o Desticka je prekryta vickem, vortexovdna 1 min/1600 rpm a na ohfivacim
blocku inkubovana 5 min pti 37 °C.

e Poinkubaci je desticka centrifugovana 1 min/50 g.

o Ke vzorkiim je ptidano 155 pl 100% 2-propanolu.

o Desticka je peclivé uzaviena novym plastovym vickem a pomalym pieklapénim
(20x) jsou vzorky promichany s 2-propanolem.

e Desticka se vzorky je ponechana 30 minut v lednici pii 4°C.

o Bé&hem této doby je nastaveno vychlazeni centrifugy na 4°C.

o Desticka je 25 minut centrifugovana pti 3000 g pti 4 °C k zisku optimalni pelety
s vysrazenou DNA.

e Po centrifugaci je supernatant rychle slit obracenim desticky a zbytek
supernatantu je odstranén vyklepavanim desticky na savy materidl (buni¢inu).

Je zkontrolovéna pfitomnost modrych pelet u dna jamek na desticce.
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e Desticka je v obracené poloze ponechdna vysychat na laboratornim stojanku

po dobu 1 hodiny pfi RT.

Resuspendace vysrazené DNA

e Hybridiza¢ni pec zahfejeme na 48 °C.

e Tavicku zapneme 20 minut pied pouzitim.

e Roztok RAl je nutno rozmrazovat v dostateném predstihu (rano
pted zahédjenim prace).

e Do kazdé jamky s peletou je pfidano 23 pl roztoku RA1. Nepromichavame!

e Pfes desticku je pfiloZzena aluminiova folie (matnou stranou dold) a tavickou
pfitavena na desticku.

e Desticku umistime do hybridizacni pece (48 °C) a nechdme 1 hodinu rozpoustét
pelety (bez michéni).

e Poté desticku vortexujeme 1 min/1800 rpm a pulsné centrifugujeme (280 g).

Hybridizace

e Pfipravime zahtdtou hybridizac¢ni picku (48 °C) a mikroinkubator nastavime
na 95 °C.

e Slozime hybridiza¢ni komtrku a do jamek uvniti napipetujeme zvlhcujici pufr
PB2. Komurku uzavieme, aby se mohla nasytit vlhkosti.

o Desticku s resuspendovanymi vzorky umistime na 20 minut na ohfivaci blo¢ek
(95 °C) a nechame probihat denaturaci.

e Desticku poté vyjmeme a nechdme 20 minut chladnout na pokojovou teplotu.

o Bé&hem této doby vyndame Cipy z lednice, ale nechame je zabalené.

o Desticku poté centrifugujeme 1 min/280 g.

o Podle planovace rozbalime pfislusny Cip a zkontrolujeme jeho ¢arovy kod.

e Po staZeni folie z desti€ky nasajeme multikanalovou pipetou 18 pl vzorku DNA
a naneseme plynule do otvori na ¢ipu uréenych pro aplikaci vzorkii.

o Po aplikaci vzorkd na vsechny Cipy pieneseme Cipy na nosi¢i do hybridizacni
komtrky a peclivé ji uzavieme.

e Komirku umistime na podlozku do hybridizaéni pece (kyvani podlozky

stupeni 5) a nechame probihat hybridizaci 16 az 24 hodin pfti 48 °C.
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e Pro préaci na dalSi den pfipravime roztok XC4 ptfidanim 330 ml absolutniho

ethanolu do lahve s timto roztokem a prudce tiepanim promichame.
4.4.5. Odmyti a barevné znaceni ¢ipu (3. den)
Piiprava skel na odmyvani a zna¢eni

e Zapneme vodni lazen, nastavime teplotu na 44 °C a zapneme vodni cirkulaci,
kterd vyhtivd komorovy drzdk pro odmyvani a barveni skel. Do komorového
drzéku umistime Ccidlo externiho teploméru k sledovani aktudlni teploty
pfi promyvani.

e Dame rozmrazit barvici set (30 minut pied vyndanim cipt z hybridizacni
komory).

e Naplnime 2 sklenéné kyvety 200 ml roztoku PBI.

e Naplnime specidlni vanicku (Bead Chip Alignment) pro umisténi Cipl
k odmyvani 150 ml roztoku PB1.

e Vyndéme hybridiza¢ni komurku s Cipy z hybridiza¢ni pece a nechame 25 minut
stat pii pokojové teploté.

e Do prvni kyvety s 200 ml PB1 pfipravime kovovy stojanek na sklicka.

« Cipy vynddme z hybridiza¢ni komiirky a opatrné sloupneme folii, ktera prekryva
sklicko se vzorky (diagondlné smérem od ¢arového kodu).

o Sklicko okamzité pfeneseme do stojanku v 1. kyveté s PB1.

o Provedeme se vSemi skly a ujistime se, Ze jsou vSechna ponotfena do PB1.

e Stojankem se sklicky pohybujeme v pufru PB1 nahoru doli 1 minutu.

o Pfesuneme stojanek se skly do 2. kyvety s PB1.

e Stojankem se skly pohybujeme nahoru dolii 1 minutu.

o Skla pfendame do pfipravenych kovovych ramecki zafixovanych v Bead Chip
Alignment.

o Pfes sklo poloZime jemny prisvitny ramecek ze specialni folie.

o Sklenénym krytem zakryjeme sklo zafixované v kovovém ramecku a ordmované
folii (sklo musi byt orientovano seSikmenou plochou k carovému kodu,
aby vytvarelo otvor pro plnéni odmyvacich roztoki).

o Kovovymi svorkami sepneme sklo v ramecku a se sklenénym krytem.
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Odmyvani a barevné znaceni

e Vodni lazen se zapnutou cirkulaci by méla byt v ustalené teploté 44 °C.

e Rozpusténé a otoCenim promichané reagencie v barvicim setu sto¢ime
3 min/3000 g.

e Pokud je vse pfipraveno, mizeme umistit skla v rdmecku do komorového
drzaku, ktery je soucasti vodni lazné.

e Do otvori mezi sklem a sklenénym krytem ptfidavame odmyvaci a barvici
roztoky v nasledujicim potadi:

e 150 pl RA1, inkubujeme 30 sekund, opakujeme 5x.

e 450 pl XC1, inkubujeme 10 minut.

e 450 pl XC2, inkubujeme 10 minut.

e 200 pl TEM, inkubujeme 15 minut.

e 450 ul 95% formamid/lmM EDTA, inkubujeme 1 minutu, opakujeme 1x,
inkubujeme 5 minut.

e Nastavime vodni ldzen na teplotu uvedenou vyrobcem na zkumavce s roztokem
STM (vétsinou 32 °C).

e 450 pl XC3, inkubujeme 1 minutu, opakujeme 1x.

« Cekame, dokud se teplota neustali na 32 °C.

e 250 pl STM, inkubujeme 10 minut.

e 450 pl XC3, inkubujeme 1 minutu, opakujeme 1x, ¢ekame 5 minut.

e 250 ul ATM, inkubujeme 10 minut.

e 450 pl XC3, inkubujeme 1 minutu, opakujeme 1x, ¢ekdme 5 minut.

e 250 pl STM, inkubujeme 10 minut.

e 450 pl XC3, inkubujeme 1 minutu, opakujeme 1x, ¢ekame 5 minut.

e 250 ul ATM, inkubujeme 10 minut.

e 450 pl XC3, inkubujeme 1 minutu, opakujeme 1x, ¢ekdme 5 minut.

e 250 pl STM, inkubujeme 10 minut.

e 450 pl XC3, inkubujeme 1 minutu, opakujeme 1x, ¢ekame 5 minut.

e Okamzit¢ vyndame skla v rdmeccich z komory a polozime skla horizontalné
na laboratorni stal.

o Nalijeme 310 ml PB1 do plastové kyvety a vlozime plastovy stojanek na skla.

e Uvolnime ¢ipy odstranénim kovovych svorek a sklenéného krytu a vlozime je

do stojanku v PB1 puftu.
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Pomalu pohybujeme stojdnkem nahoru dolti 10x, poté jej ponechdme stat
5 minut v kyveté.

Nalijeme 310 ml dobte promichaného roztoku XC4 do dalsi plastové kyvety.
Ptremistime stojanek s Cipy do kyvety s XC4.

Pomalu pohybujeme stojdnkem nahoru dolti 10x, poté jej ponechdme stat
5 minut v kyveté.

Vyndame Cipy ze stojanku na skla v kyveté¢ a polozime je na stojanek
na zkumavky v horizontalni poloze.

Stojanek s polozenymi Cipy vlozime do membranové vyvévy a prikryjeme
vikem.

Zapneme odsavani v membranové vyvéve a nechdme skla schnout 55 minut.
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A — delece, B — duplikace

(24

Log R ratio — ¢ervena linka (dolni métitko): Log R ratio = 0 / neni zména poctu Kkopii;
Log R ratio < 0/ delece; Log R ratio > 0 / duplikace

24

B allele frequency — modré body (horni métitko): frekvence alely B = 0 /genotyp AA;
frekvence alely B = 0,5 / genotyp AB; frekvence alely B =1/ genotyp BB

(Pfevzato z: Illumina Ultra Protocol Guide [15]).
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5. Vysledky

Do zkoumaného souboru jsou zatazeny vzorky prenatdlniho ptivodu (AMC a CVS),
které byly vySetieny v cytogenetické laboratofi pracovisté Gennet v letech 2010-2013.
Celkem bylo vysetfeno 8095 vzorku plodové vody, z c¢ehoz bylo 237 (2,9 %)
s patologickym nalezem v karyotypu. Ztoho 73 aberaci by nebylo detekovatelnych
metodou SNP array (nejéastéji se jedna o balancované translokace a inverze). Vzorku
choriové tkan¢ bylo vysetfeno celkem 693, z ¢ehoz bylo 186 (26,8 %) patologii. Z toho
9 by metoda SNP array neodhalila.

Pocet patologickych nalezi v karyotypu v poméru K poctu odebranych vzorku
za jednotlivé roky je uveden v tabulce 1. V n&kterych piipadech se jednalo pouze
0 potvrzeni patologického nalezu z QF PCR, provadéného laboratofi molekularni

genetiky, coz neni ve vysledcich pfesnéji specifikovano.

Ptehled aberaci nezachytitelnych metodou SNP array je podrobné popsan v tabulce 2.

Tab. 1:Celkovy pocet prenatalnich vySetieni v obdobi 2010-2013 spolu se zachytem
patologickych nalezii v karyotypu

AMC CVsS
2010 2728 161
z toho patologii 79 (2,9 %) 43 (26,7 %)
2011 2166 157
z toho patologii 54 (2,5 %) 38 (24,2 %)
2012 1756 185
z toho patologii 58 (3,3 %) 62 (33,5 %)
2013 1445 190
z toho patologii 46 (3,2 %) 43 (22,6 %)
2010-2013 8095 693
z toho patologii 237 (2,9 %) 186 (26,8 %)
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Tab. 2: Aberace nezachytitelné metodou SNP array

AMC CVS
balanc. inverze | mozaika | marker | balanc. inverze | mozaika | marker
translokace <10% translokace <10%
2010 21 6 - 2 1 1 - -
2011 9 4 1 1 2 1 - -
2012 13 5 - 2 1 2 - -
2013 5 2 1 1 - 1 - B

Vzorky se zavaznym UZ nalezem, u kterych byl vysledek karyotypu normalni, byly
podrobeny dal§imu vySetfeni metodou SNP array. V obdobi ptedchazejicich ¢ty let jich
bylo v ptipadé AMC 394, z toho se ukazalo jako patologickych dalSich 26 (6,6 %).
V ptipadé CVS bylo vysetieno 93 vzorkd, z toho byly patologické 4 (4,3 %).

To ptedstavuje dalSich 6,2 % patologickych submikroskopickych zmén. Prehled poctu
patologickych nalezti v poméru k poctu vySettenych vzorkd za jednotlivé roky je

uveden v tabulce 3.

Tab. 3: Zachyt patologickych nalezi metodou SNP array pi#inormalnim

karyotypu v poméru k celkovému poctu vysetieni

AMC CVsS
2010 74 15
z toho patologii 7 (9,5 %) 1(6,5 %)
2011 67 14
z toho patologii 5(7,5 %) 0
2012 110 16
z toho patologii 9 (8,2 %) 1(6,3 %)
2013 143 48
z toho patologii 5(3,5 %) 2(4,2%)
2010-2013 394 93
z toho patologii 26 (6,6 %) 4 (4,3 %)
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Pro ilustraci jsou v tabulce 4 uvedeny Casté UZ nalezy (ve vySe uvedeném obdobi)
Sriznym stupném zdvaznosti a jejich souvislost se submikroskopickymi zménami
v karyotypu. NejcastéjSim davodem patologickych nalezii SNP array metody

Vv prenatalni diagnostice jsou vady CNS, srde¢ni vady a tzv. mnohocetné vady.

Tab. 4: Souvislost patologickych nalezii odhalenych metodou SNP array s nalezy
pri UZ vySetieni.

Indikace Pocet indikaci k AMC/patologie Pocéet indikaci k CVS/patologie
srdecni vada 71/6 12/0
CNS 48/5 4/0
IUGR 31/1 2/0
kostni dysplazie 38/2 2/0
GIT 24/1 5/0
orofacialni rozstép 31/2 0/0
NT 31/2 50/3
UGT 32/2 0/0
brani¢ni hernie 4/0 1/0
mnohocetné vady 29/5 5/1
zbytek jsou jiné

(napf. screening)

CNS — centralni nervovy systém, IUGR — intrauterinni rlistova retardace, GIT — gastrointestinalni trakt, NT — Sijové projasnéni,
UGT — urogenitalni trakt

¢ervené jsou oznaceny indikace, u kterych je z dosavadnich poznatkli Zadouci provést

vySetieni metodou SNP array.
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6. Diskuze

V letech 2010-2013 bylo v cytogenetické laboratoii Gennetu vySetieno metodou
SNP array celkem 487 prenatalnich vzorki. Klinicky vyznamna patogenni aberace byla
nalezena u 30, respektive 6,2 % plodi s normalnim karyotypem. Toto zjisténi odpovida
publikovanym datim z jinych pracovist: 6 % [18], 6,5 % [19], 6,8 % [20].

v

Nejcastéjsi indikaci k metodé SNP array byla u CVS zvySené Sijové projasnéni.
U vzorkit AMC to bylo celé spektrum patologickych ultrazvukovych nalezi, pficemz
nejcastéjsi indikaci byly srde¢ni vady, vady CNS a kostni dysplazie. Nejvétsi zachyt
patologii byl u plodi s mnohocetnymi vadami. Podobné zavéry byly opakované
publikovany [18, 19, 20, 21] a ukazuje se, ze u vySe uvedenych indikaci je opodstatnéné

doplnit vysetfeni o SNP array.

Vystup ze vSech provedenych vysetieni v kombinaci QF PCR, karyotyp, SNP array
(ptipadné FISH) vede k zamysleni, jak nejefektivnéji vyuzit vyhody jednotlivych metod

a naopak jak nejvice eliminovat jejich nedostatky.

V piipadé CVS by mohlo byt vyhodné provadét vysetieni v kombinaci QF PCR —
SNP array a to vzhledem k relativné malému poctu téchto vysetfeni (oproti AMC)
asoucasn¢ velké efektivité¢ zachytu patologickych nalezli jiz pfi QF PCR (vétSinu
patologickych nalezti u choriovych klki tvofi aneuploidie). Ostatni zavazné aberace by
odhalila metoda SNP array. Samoziejmé zde zistava mald ¢ast aberaci, které by takto
zustaly neodhaleny. Jednd se ale vétSinou o balancované aberace bez projevu
ve fenotypu. Ty mohou pochopitelné do budoucna znamenat problémy s reprodukci, ale

v daném okamziku nejsou ohrozujici zivot ani zdravi plodu.

V této kombinaci metod bychom si vystacili s velmi malym mnozstvim vzorku (5mg).
Dalsi prakticky detail hovotici pro tuto variantu je ¢asova narocnost piipravy vzorku
ke kultivaci po jeho pfichodu do laboratoie a nasledné i vlastni délka kultivace do té

doby, nez je mozné kulturu zpracovat a zhotovit karyotyp.
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U vzorki AMC se zd4 byt vyhodné postupovat jako dosud, tedy QF PCR, karyotyp,
ptipadné SNP array. Hlavni diivod je vétsi podil ,,neodhalitelnych® aberaci SNP array
metodou. Dal$im diivodem je vyssi financni naro¢nost metody SNP array, coz u tak

velkého poctu vySetieni neni zanedbatelné.

1. Zavér

Z vyse uvedenych skute¢nosti vyplyva, ze metoda SNP array je jednoznacné piinosem
Vv prenatdlni diagnostice. V obsdhlém souboru ndmi vySetfenych pacient jsme odhalili
dalsich 6,2 % patologickych nalezi, souvisejicich s projevem ve fenotypu. V ramci
moznosti a omezeni jednotlivych cytogenetickych a molekularné genetickych metod se

metoda SNP array jevi jako vhodny diagnosticky doplngk.

8. Seznam zkratek

AFP: a-fetoprotein

AMC: aminocentéza (tj. odbér plodové vody)

bp: par bazi (base pair)

cffDNA: volna fetalni DNA (cell-free foetal DNA)

CNS: centralni nervovéa soustava (central nervous systém)

CNV: variabilita poctu kopii (copy number variation)

CVS: biopsie choria (chorionic villi sampling)

DNA: deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

FISH: fluorescencni in situ hybridizace (fluorescent in situ hybridisation)

fBhCG: volna P podjednotka hCG (free3-human chorionic gonadotropin)
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GIT: gastrointestinalni trakt

hCG: lidsky choriogonadotropin (human chorionic gonadotropin)

IUGR: intrauterinni riistova retardace (intrauterine growth restriction)

kb: kilobaze (tj. tisic partu bazi)

LOH: ztrata heterozygozity (lost of heterozygosity)

Mb: megabaze (tj. milion part bazi)

NT: 8ijové projasnéni (tj. nuchdlni translucence; nuchal translucency)

NTD: defekt neuralni trubice (neural tube defect)

PAPP-A: specificky téhotensky plazmaticky protein A (pregnancy-associated plasma
protein A)

PCR: polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

QF PCR: kvantitativni fluorescen¢ni PCR (quantitative fluorescence PCR)

RT: laboratorni teplota (room temperature)

SNP: polymorfismus v jednom nukleotidu (single nucleotide polymorphism)

t. g.: tyden gravidity

UE3: nekonjugovany estriol (unconjugated estriol)

UGT: urogenitalni trakt

UPD: uniparentalni dizomie (uniparental disomy)

UZ: ultrazvuk
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9. Terminologie

Array metoda: vySetfovaci metoda vyuzivajici hybridizace testované DNA

na oligonukleotidové sondy imobilizované na vySetfovacim skle (Cipu).

B allele frequency — frekvence alely B: numericky definovana pfitomnost alely B,

na zaklad¢ které Ize urcit genotyp pro kazdy SNP.

CNV - Copy Number Variation — varianta v po¢tu kopii: strukturni zména lisici se
rozsahem a typem zmény (delece nebo duplikace) a svym klinickym vyznamem

(patogenni, nepatogenni, nejasného vyznamu).

Log R ratio: veli¢éina vyjadiujici logaritmicky zpracované porovnani intenzity
fluorescence ve vySetfovaném misté oproti standardni hodnoté. Slouzi k vyjadieni

ubytku nebo nadbytku genetického materidlu v daném vysetfovaném miste.

Marker chromozém — maly nadpocetny chromozdm (¢ast chromozoému), jehoz ptivod

nelze mikroskopicky zjistit.

Sexchromatin (Barrovo télisko) — barvitelné télisko uvniti bunééného jadra, jeden

ze dvou X chromozému zlstavajici v kondenzovaném stavu, geneticky inaktivni.

SNP — Single Nucleotide Polymorphism: piitomnost jednonukleotidové variability

v fetézci DNA, kterd neovlivituje funkci genu resp. neni mutaci.

Metoda SNP array: celogenomova analyza vyuzivajici statisticky vhodné vybranou
kombinaci SNPi k diagnostice zmén v genomu na submikroskopické trovni. Diky
vyuziti kombinace dvou veli¢in (Log R ratio a B allele frequency) je mozné posuzovat
jednak kvantitativni zménu v genomu delece, duplikace), ale i zménu neutralni v poétu

kopii (ztratu heterozygozity).
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