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SUHRN

Diplomova préca bola zamerand na optimalizaciu krokov, ktoré predchadzaju
analyze volnej fetdlnej DNA vramci prenatdlnej diagnostiky. Cielom prace bolo
otestovat’ dva izolané postupy a tri rozne metddy obohatenia volnej fetdlnej DNA,
za ucelom ziskania €o najvyssieho vytazku fetdlnej frakcie. Dostatocny podiel fetdlnej
frakcie je kIicovy pri neinvazivnom prenatdlnom testovani, ktoré vyuziva ako vstupny

biologicky material krvnd plazmu matky.

V experimentéalnej Casti predlozenej diplomovej prace bola analyzovana vol'na
bunkova DNA celkom z 50 vzoriek krvnej plazmy tehotnych zien. Izolovana DNA bola
d’alej upravovand metédami pre zvySenie vytazku volnej fetdlnej DNA. Prvou
obohacovacou metodou bola gélova elektroforéza, druhou metédou bola separacia
na magnetickych gul6ckach a tretou testovanou metdédou bola amplifikacia vybranej
dizky fragmentov. Vysledky vietkych postupov boli analyzované s pouzitim digitalne;

kvapockovej polymerazovej retazovej reakcie.

Najlepsie vysledky boli dosiahnuté pouzitim obohacovace] metddy zaloZenej
na separacii na magnetickych gul6ckach. Priemerny vytazok fetalnej frakcie bol
9,89 %, o bolo o0 2,42 % viac ako vo vzorkach bez obohatenia. Druhou najsl'ubnejSou

metédou bolo obohatenie na zaklade gélovej elektroforézy, kde bola dosiahnuta
i



priemerna fetdlna frakcia 8,54 %. Obohatenie pomocou amplifikicie vybranej dizky
fragmentov bolo vyhodnotené ako nevyhovujuce kvoli vysokym smerodajnym
odchylkam medzi jednotlivymi vzorkami anizkemu mnozstvu molekul fetalneho

povodu.

Obohacovacia metdéda vyuzivajiica separaciu na magnetickych gul'6ckach je
podl'a vysledkov prace vhodna na Upravu vzoriek izolovanej vol'nej bunkovej DNA
pre naslednd neinvazivnu prenatalnu diagnostiku a predstavuje vhodny diagnosticky

nastroj pre pouzitie v klinickej praxi.
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SUMMARY

The master thesis was focused on the optimization of the steps that precede the
analysis of free fetal DNA in the prenatal diagnosis. The work aimed to test two
isolation approaches and three different methods of free fetal DNA enrichment, to
obtain the highest possible yield of fetal fraction. Sufficient fetal fraction is crucial in

non-invasive prenatal testing, which uses maternal blood plasma as biological material.

In the experimental part of the presented master thesis, cell free DNA was
analyzed from 50 blood plasma samples of pregnant women. The isolated DNA was
further modified to increase the yield of free fetal DNA. The first enrichment method
was gel electrophoresis, the second method was magnetic bead separation, and the third
method tested was the amplification of a selected fragment length. The results of all

procedures were analyzed using a digital droplet polymerase chain reaction.

The best results were obtained using the enrichment method based on separation
on magnetic beads. The average yield of the fetal fraction was 9.89%, which was 2.42%
more than in the samples without enrichment. The second most promising method was
enrichment based on gel electrophoresis, where an average fetal fraction of 8.54% was
achieved. Enrichment by amplification of a selected fragment length was evaluated as
unsatisfactory due to high standard deviations between samples and a low number of

molecules of fetal origin.

According to the results of the work, the enrichment method using separation on
magnetic beads is suitable for the preparation of cell free DNA isolated for subsequent
non-invasive prenatal diagnosis and represents a suitable diagnostic tool for use in

clinical practice.
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1UvOoD

Prenatdlna diagnostika predstavuje multidisciplinarny  odbor  pristupov
zameranych na stanovenie odchylok vo vyvoji plodu. Hlavnou vyhodou je vCasné
upovedomenie lekarov aj rodiCov o pripadnej vyvojovej chybe plodu anasledné
nastavenie lieCby, ¢i zavedenie inych opatreni. V dne$nej dobe sa beZzne vykonava
prenatdlny screening tehotnych Zien, ktorého cielom je vypodet rizika
chromozomovych aberacii, vrodenych vyvojovych chyb a defektov. V pripade
pozitivnych vysledkov nasleduju Specifické vySetrenia, ako odber choriovych klkov
a amniocentéza. Tieto metddy st vSak invazivne a nesu riziko potratu. V ostatnych
rokoch sa zacala rozvijat’ metdda vyuzivajica volnu fetalnu DNA (cffDNA) odvodenu
z trofoblastov. Tato cffDNA cirkuluje v krvi matky spolu s vol'nou DNA z buniek
matky. Schopnost’ detegovat’ a kvantifikovat' cffDNA z periférnej krvi matky priniesla
moznost nového neinvazivneho spdsobu prenatalnej diagnostiky — neinvazivne
prenatdlne testovanie (NIPT). Tento pristup umoziiuje diagnostiku aneuploidii,

monogénnych chordb a véasné uréenie pohlavia ¢i RhD faktoru.

Velmi malé mnozstvo cffDNA v materskej plazme predstavuje  zéasadny
diagnosticky problém, preto su na jej izolaciu a detekciu potrebné Specifické
a optimalizované techniky. Vol'na fetalna DNA je navySe zmie$ana s materskou, ktora
sa v krvnom obehu nachadza v ovela vyssej koncentracii. Tato skuto¢nost’ komplikuje
ziskavanie vysledkov a vyzaduje rozliSenie pozadia tvoreného materskou vol'nou DNA
od sledovanej cffDNA. Aby mohla byt NIPT metoda vyuZzivanid ¢o najefektivnejSie
a v sirSej miere, je potrebné ndjst’ vyhovujicu metdodu obohatenia cffDNA pre ziskanie

spol'ahlivejSich vysledkov, aj napriek malému vstupnému mnoZstvu vzorky.

V suCasnosti sa pouzivaji dve zdkladné metdody na absolutnu kvantifikiciu
cffDNA: real-time kvantitativna polymerazova retazova reakcia (qPCR) a digitalna
kvapockova PCR (ddPCR). Do popredia sa dostava prave druhd metoda, ktorej vyhodou
je detekcia ciel'ovych kopii DNA s vysokou citlivostou. Predkladana diplomova praca
sa venuje prave porovnaniu obohacovacich metdd cffDNA s vyuzitim ddPCR na ich

analyzu.



2 CIELE PRACE

e Vypracovat’ prehl'ad sucasnych moznosti extrakcie cell-free fetal DNA (cffDNA)
a prenatélne diagnostickych postupov cffDNA pomocou digitalnej PCR.

e Vypracovat in silico optimalny postup extrakcie cffDNA vhodny a aplikovatel'ny
pre klinické vyuzitie v DNA laboratoriu na ULG FN Olomouc.

e Zaviest aoptimalizovat’ zvolené izola¢né a obohacujuce postupy, apomocou
droplet digitalnej PCR posudit’ mnozstvo fetalnej frakcie.

e Na zdklade vysledkov navrhnat izola¢ni stratégiu vhodni pre naslednu
neinvazivnu prenatalnu diagnostiku fetomaternalnej inkompatibility krvnych

skupin a naj¢astejSich aneuploidii pomocou cffDNA.



3 LITERARNY PREHI2AD

3.1 Prenatalna diagnostika

Prenatdlna diagnostika predstavuje multidisciplinarny diagnosticky pristup
zamerany na stanovenie odchylok vo vyvoji fetu. Bez poznatkov ziskanych prenatélnou
diagnostikou by mohli neodhalené genetické anomalie viest’ k nepriaznivym vysledkom
tehotenstva, ked’ze vrodené poruchy plodu st pri¢inou 20-25 % Umrti v prenatalnom
veku (Levy a Stosic, 2019). Vdaka prenatalnej diagnostike je mozné vcas odhalit’
problémy v tehotenstve a pripravit’ sa tak na d’alsi jeho priebeh, ¢i v pripade pordch
nezlucitelnych so zivotom, na jeho predCasné ukoncenie. Vysledky prenatidlneho
testovania okrem iného umoznuji poskytnut’ parom pred narodenim postihnutého
dietata optimalnu volbu postupov z hl'adiska psychologickej pripravy, starostlivosti

o0 graviditu, vedenia porodu a postnatalnej starostlivosti (Wilson a kol., 2015).

3.2 Metddy prenatalnej diagnostiky

Prenatalna diagnostika vyuziva na stanovenie stavu a zdravia plodu rdzne
techniky, ktoré sa podla sposobu ziskania vzoriek radia do dvoch skupin, ato
na invazivne a neinvazivne techniky. Pri invazivnych technikach su vysledky ziskavané
analyzou tkaniv savisiacich s graviditou. Neinvazivne techniky vyuzivaju krvné sérum
matky, v ktorom cirkuluje vol'nd DNA (cfDNA). Pri invazivnych metodach existuje,
sice minimalne, ale riziko spontdnneho potratu, a preto je v stcasnej dobe snaha o ich

minimalizaciu a nahradenie neinvazivnymi metédami (Carlson a VVora, 2017).

3.2.1 Invazivne techniky
3.2.1.1 Amniocentéza

Amniocentéza patri medzi invazivne metddy prenatalnej diagnostiky, kedy sa
do plodového vaku zavedie sterilnd ihla a odoberie sa plodova voda (Obr. 1). Cely
proces sa kontroluje pomocou ultrazvuku. V odobratej plodovej vode sa nachadzaju
bunky plodu z traviaceho a vyluc¢ovacieho traktu a bunky koze. Tieto bunky st nasledne
kultivované v médiu, kde doch&dza k bunkovému deleniu, ktoré umoziuje $tadium
metafaznych chromozémov (Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and
Hematology, 2021). Amniocentéza sa moze vykonavat v ktoromkol'vek gestaénom
veku po pitnastom tyzdni. Okrem hodnotenia genetickych poruch sa tito metdda
pouziva aj na overenie pritomnosti intraamniotickej ¢i fetalnej infekcie, alebo aj
na zistenie defektov neuralnej trubice meranim o-fetoproteinu a acetylcholinesterazy

3



v plodovej vode (Carlson a Vora, 2017). Komplikacie su beznejSie v skorSom
gestatnom veku. Studie preukazali zvyseny Gbytok plodovej vody ak sa amniocentéza
uskutocnila pred dvanastym gestanym tyzdiiom. Incidencia potratov sposobenych

amniocentézou je podl'a poslednych odhadov priblizne 1 z 900 (Akolekar a kol., 2015).

‘l Pod vedenim ultrazvuku ﬂ Cez thlu s2 EPledo'.'a' voda obsahuje n a kultivované EPotom sa uskutodhuya testy
sa cez bruini stenu natizhne malé bunky plodu, ktoré su na kultivovanych bunkich
zavedie sterilna ihla do mnozstvo oddelené od plodovej vody
plodového vaku plodovej vody

4
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Obr. 1: Schéma amniocentézy (prevzaté a upravené z www.forumzdravi.cz)

3.2.1.2 Odber chériovych klkov

Odber choériovych klkov sa moze vykonavat transcervikalnym alebo
transabdominalnym  pristupom. Pri  obidvoch spdsoboch sa choriové klky
odoberaju pod kontrolou pomocou ultrazvuku bez vstupu do plodového vaku. Téato
invazivna diagnostickd metdda je jedinou dostupnou v prvom trimestri a umoziuje
rovnaké diagnostické analyzy ako amniocentéza, vratane fluorescencnej in situ
hybridizacie  (FISH), Kkaryotypizacie, microarrayi, —molekularneho testovania
a sekvenovania génov. Odber chériovych klkov sa vykonava medzi desiatym
a Strnastym tyzdnom tehotenstva, kedZe v minulosti sa preukdzalo zvySené riziko
deformacie koncatin plodu pri odberoch v skorSom S$tadiu tehotenstva. Tato metdda
umoziuje skorSiu prenatalnu diagnostiku, ¢im skracuje cCas neistoty a poskytuje
vCasnejsie, ateda bezpecnejSie ukoncenie tehotenstva, ak je to potrebné. Nevyhodou

tohto pristupu je moznd nespravna interpretacia vysledkov, ked’ze priblizne 1-2 %
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vysledkov mézu odrazat’ skor obmedzeny placentarny mozaicizmus ako skuto¢né
chromozomalne abnormality plodu (Carlson a Vora, 2017). Podl'a najnovsich odhadov
dbjde k potratu po odobrati chériovych klkov priblizne v jednom zo 455 pripadov
(Akolekar a kol., 2015).

3.2.1.3 Kordocentéza

Pri kordocentéze sa ziskava fetdlna krv z pupoénej $niry pod kontrolou
ultrazvukom. Je to jednoduchy, rychly a efektivny spésob odberu vzoriek fetélnej krvi,
ktory sa pouziva ako rozhodujuci pri hodnoteni vybranych stavov plodu, ked’ zlyhali iné
invazivne prenatalne zakroky (Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and
Hematology, 2021). Kordocentéza sa moze vykonavat’ na konci druhého trimestra, ak je
potrebné urgentne potvrdit diagnozu, pretoze tento postup umoznuje rychlu
chromozomélnu analyzu lymfocytov. Toto invazivne vySetrenie je vSak spojené s asi
1-2% rizikom moZnych komplikacii, ktoré mdzu niekedy skoncit’ aj samovolnym
potratom. Preto sa vol'ba takého vySetrenia musi starostlivo zvazit’ zo strany lekarov aj

rodi¢ov (Can a kol., 2006).

3.2.1.4 Fetoskopia

Fetoskopia je ultrazvukovy endoskopicky zéakrok, ktory sa vykonava
transabdominalne v lokalnej anestéze. Je to technika, ktora umoziiuje vizualizovat’ plod
koncom druhého trimestra zavedenim trubice s optickymi vlaknami (fetoskopu)
do maternice (Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Hematology, 2021).
Poskytuje pristup k plodu v pripade diagnostickych indikacii, ako su odber krvi ¢&i
tkaniv, apre terapeutické ucely. Riziko potratu po fetoskopii je relativne vysoke
a pohybuje sa v rozmedzi 3-10%. Z bezpecnostnych dovodov preto tato invazivna

technika nie je rutinnym zakrokom a pouziva sa zriedka (Rodeck a Nicolaides, 1986).

3.2.2 Metody neinvazivnej prenatalnej diagnostiky

3.2.2.1 Kombinovany prvotrimestralny skrining

Skrining v prvom trimestri je bezne pouzivanym testom, ktory zahfna
kombinéciu testovania krvného séra a ultrasonografického vySetrenia nuchalnej
translucencie. Vykonéva sa medzi desiatym a trinastym tyzditiom tehotenstva a ponuka
véasné informacie o riziku chromozomalnych aneuploidii plodu, ¢i o anatomickych
defektoch. Sleduju sa hladiny markerov v krvnom sére matky, ato konkrétne hCG

(human chorionic gonadotropin) a PAPP-A (pregnancy-associated plasma protein)
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(Driscoll a Gross, 2008). Pri odhade rizika sa zohladnuje vek matky, anamnéza
tehotenstva, pocet plodov v stfasnej gravidite, sérové markery a meranie nuchalnej
translucencie. Niektoré odhady tiez zahfnaju pritomnost alebo nepritomnost’ nosovej
kosti. Tento odhad rizika je potom vyjadreny ako pomer, podla ktorého sa rozhoduje
0 d’alSom postupe. Vyhody screeningu v prvom trimestri zahfnaju skory gestacny vek,
v ktorom st dostupné vysledky, o pacientom a lekdrom poskytuje dostatok Casu na
interpretaciu vystupov arozhodovanie o d’alSej starostlivosti o tehotenstvo, vratane
vykonania viacerych diagnostickych testov, konzultacie s genetickym poradcom ¢i

ukoncenia tehotenstva, ak je to ziaduce (Carlson a Vora, 2017).

3.2.2.2 Ultrazvuk

Vysetrenie pomocou ultrazvuku je neinvazivny zékrok bezpecny pre matku aj
plod. Vysokofrekven¢né zvukové viny sa pouzivaju na produkciu viditeInych obrazov
z0 vzorov odozvy, ktoré su vytvarané réznymi tkanivami a organmi, vratane plodu
v amniotickej dutine. Vyvijajiice sa embryo je mozné vizualizovat’ najskor v Siestom

tyzdni tehotenstva (Carlson a Vora, 2017).

Pri ultrazvukovom vysetreni v prvom trimestri sa sleduje dizka vzdialenosti
od temena po kostr¢ plodu (CRL—crown rump lenght). Tento parameter udava vel'mi
presny Udaj o dizke tehotenstva a predpokladanom termine pdrodu. Dalej sa sleduje
biparientalny priemer hlavy (BPD-biparietal diameter), ktory sa spolu s inymi
ukazovatemii vyuziva na zistenie asymetrického rastu plodu. V prvom trimestri sa
hodnoti aj vitalita embrya zachytenim srdcovej ¢innosti plodu a overuje sa lokalizacia
tehotenstva. V druhom trimestri sa pridavaju parametre ako obvod brucha (AC-
abdominal circumference), dizka stehennej kosti (FL—femur length), hodnotenie
nosovych kosti a hodnotenie prietoku krvi na trikuspidalnej chlopni. Pozorované st uz
aj jednotlivé organové sustavy a kostra. Pre rozliSenie abnormalit hlavnych vnutornych
orgdnov akoncatin je najlepSie vykonat' ultrazvukové vySetrenie medzi 16 az 20
tyzdiiom tehotenstva. V tretom trimestri sa priddva meranie obvodu hlavy (HC-head
circumference) asleduji sa parametre suvisice sporodom, ako uloZenie plodu

a placenty, ¢i mnozstvo plodovej vody (Radiopaedia, 2021; Sonek a Nicolaides, 2010).

Primarnou funkciou ultrazvuku v porodnickej starostlivosti je potvrdenie
datovania a sledovanie vrodenych chyb. Pouzitie ultrazvuku je uzito¢né i na urenie

velkosti a polohy plodu aj placenty, mnozstva plodovej vody a pribliznej anatomie
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plodu. Tato metoda ma vSak aj isté obmedzenia, ked’Zze nedokaze zachytit' drobné
abnormality (Carlson a Vora, 2017; The internet pathology laboratory for medical
education, 2021).

3.2.2.3 VySetrenie biochemickych markerov

Prvy biochemicky skrining sa realizuje medzi 11-13 tyzdhiom techotenstva.
Sleduje sa plazmatickéa koncentrécia proteinu PAPP-A a fBhCG (free p human chorionic
gonadotropin). V druhom trimestri sa pridavaju d’alsie tri sledované parametre: hladina
AFP (alfa-fetoprotein), thCG (total human chorionic gonadotropin) a nekonjugovaného
estriolu (UE3). Pri quadruple teste sa naviac meria inhibin A. ZvySené hodnoty AFP st
markerom vrodenych vad nekrytych kozou, ako napriklad razstep chrbtice. Znizené
hodnoty AFP v spojeni so zvySenou hladinou hCG st naopak charakteristické pre plody
s Downovym syndromom. Mnozstvo nekonjugovaného estriolu v sére matky zavisi
od zivotaschopnosti plodu, spravne fungujicej placenty a dobrého stavu matky.
Zvysena hladina inhibinu A je spojena s narastom rizika trizomie chromozomu 21.
Tieto merania hladiny proteinov sa kombinuju s Gdajmi o veku matky, rase, hmotnosti
a gestacnom veku, aby sa ziskal odhad rizika (Carlson a VVora 2017; Gordon a Langaker
2020).

3.2.2.4 Neinvazivne prenatalne testovanie (NIPT)

Neinvazivne prenatalne testovanie, tiez zname ako testovanie mimobunkovej
DNA plodu (cffDNA), je doblezitym doplnkom krade skriningovych testov
na chromozomalne abnormality plodu. Najmé& pri trizomii chromozému 21 je NIPT
spolahlivejsie ako iné sposoby skriningu. Mimobunkova fetalna DNA je v krvi matky
detekovatelna od 4. gestaéného tyzdina a mizne z cirkulacie po porode. Medzi d’alsie
vyhody vyuzitia cfDNA patri moznost’ presnej identifikacie pohlavia plodu a ur€enie Rh
faktoru plodu u tehotenstiev srizikom Rh-izoimunizacie. Neinvazivne prenatalne
testovanie vo vsSeobecnosti skima podiel cfDNA odvodenej od Specifickych
chromozomov. Aneuploidia plodu moéZe spoOsobit’ odchylku tychto proporcii
od ocakavanych hodnét. Kedze vdcsina cfDNA je materskd, moznost detegovat
abnormality daného fetalneho chromozému si vyzaduje dostatok fetalnej frakcie.
Mnoho NIPT testov ma preto stanovenu hrani¢nt cut-off hodnotu a vzorky s fetalnou
frakciou pod definovanou hrani¢nou hodnotou neprinasaji ziadny vysledok. Hlavnou

nevyhodou NIPT je teda zavislost' na dostatocnej fetdlnej frakcii (> 4 % ), ktorej
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zastUpenie stlpa s gestanym vekom a naopak klesa uobéznych matiek (Carlson
a Vora, 2017; Harraway, 2017).

3.2 Mimobunkova DNA — cfDNA

3.2.1 Pévod

Existencia cirkulujucej mimobunkovej DNA bola prvykrat zaznamenana v roku
1948 Matelom a Métaisom, ktori dokazali pritomnost’ volnej nukleovej kyseliny
v krvnej plazme zdravych subjektov. Tato cfDNA predstavuje dvojvlaknové fragmenty
kyseliny deoxynukleotidovej, ktoré su charakterizované pribliznou dizkou do 200 bp,
nizkou molekulovou hmotnostou a nizkou koncentraciou (Fleischhacker a Schmidt,
2007). VolIne cirkulujica DNA je pritomna v komponentoch krvi bez buniek, ako su
plazma a sérum. Jej vyskyt bol zisteny aj v inych telesnych tekutindch, kde vytvara
komplexy s proteinmi alebo membrénovo-viazané $truktiry. Hoci funkcia cfDNA a jej
zdroj stdle nie sO Uplne zname, existuji rozne dohady o pbvode a moznych

mechanizmoch uvoltiovania cfDNA (Stroun a kol., 2000; Stroun a kol., 2001).

NajpodporovanejSia hypotéza pre cirkulaciu cfDNA v plazme zdravych
subjektov predpoklada, Zze cfDNA by mohla byt odvodena primarne z apoptozy
normalnych hematopoetickych buniek alebo dalsich buniek s jadrom, ktoré su
vo fyziologickych podmienkach odstranované infiltraciou fagocytov. Niekolko
vlastnosti cfDNA potvrdzuje tuto hypotézu: jej rychly obrat a kratky vyskyt v obehu
podporuji model uvolnenia z apoptickych buniek s naslednou rychlo degradaciou alebo
filtraciou (Nagata, 2005; Snyder a kol., 2016).

V stcasnosti existuje domnienka, Ze apoptéoza anekroza nie su jedinymi
mechanizmami zodpovednymi za pritomnost cfDNA v krvnom obehu. Zda sa, ze
lymfocyty a mnoho inych typov zivych buniek mézu spontdnne uvolnit novo
syntetizovani DNA. To by mohlo naznacovat’ rolu cfDNA v normalnom fungovani
buniek alebo ucast na akejsi aktivnej komunikacii medzi bunkami prostrednictvom
uvolnovania nukleovych kyselin ako medzibunkovej signaliza¢nej drdhy. Nedavne
dbkazy z roznych oblasti indikujd aktivnu obchodovanie vymenu nukleovej kyseliny
medzi bunkami cez prenasacie mechanizmy na bunkovej membrane pocas vyvoja,
epigenetickej remodelécie, regeneracie tkaniv a dolad’ovania imunitného systému (Ho,
2009; Gardiner a kol., 2015).



Zdroje cfDNA a jej funkcie sa mozu lisit’ v zavislosti od réznych fyziologickych
a patologickych podmienok. ¢fDNA je vacSinou uvolfiovana do obehu patologickymi
mechanizmami. ZvySena koncentracia cfDNA bola zaznamenana v krvnej plazme alebo
sére pacientov s r6znymi ochoreniami, ako infarkt, trauma, rézne druhy rakoviny. Aj
ked’ plazmova a sérova cfDNA sU charakterizované najlepsie, cfDNA je mozné najst’ aj
Vv inych telesnych tekutinach ako je mo¢ ¢i mozgovomiechovy mok (Martignano, 2019;

Ranucci, 2019).

3.2.2 Spdsoby izolacie cfDNA

Prvym povinnym krokom cfDNA analyzy je centrifugacia vzorky. V tomto
kroku dbéjde k precipitacii bunkovych komponentov, ktorych genomickd DNA
sposobuje kontaminaciu. Centrifugicia vzorky umoznuje zber supernatantu, ktory je
bez buniek (napr. plazma), ¢im sa redukuje kontaminécia genomickou DNA. Optimélne
podmienky centrifugacie zavisia od typu biologickej tekutiny. Ked’ze pre analyzu
cfDNA je majoritne odporuc¢ana krvna plazma, nasledujici text bude sustredeny

na postup pri préaci so vzorkami krvi (Page a kol., 2013).

Po centrifugacii je mozné plazmu dlhodobo skladovat’ v hlbokomraziacom boxe
pri teplote — 80 °C, uskladnenie trvajice az 1 rok vSak moze zvysit’ degradaciu cfDNA
0 30 %. Ulozenie v hIbokomraziacom boxe pred centrifugéciou sa neodporuca, nakol’ko
zmrazenie celej krvi spdsobuje lyzu buniek a naslednd kontaminaciu genomickou DNA
(Sozzi a kol., 2005; Bronkhorst a kol., 2015).

V stucasnosti je dostupnych mnoho komeréne dostupnych kitov na izolaciu
cfDNA z plazmy. Podla sposobu sepracie st rozdelené do dvoch hlavnych kategorii,
a to kity zalozené na kolonkach a Kity zalozené na magnetickych gul'6¢kach. Kolonkovy
pristup je zaloZeny na vyuZiti spinovych koldoniek s kremicitou matricou schopnou
naviazat’ DNA fragmenty pocas prechodu plazmy kolonkou a naslednom vymyvani,
zaruCujicim odstranenie kontaminantov, ktoré sa vykonava vo vakuovej pumpe alebo
minicentrifige. Druhy spbsob izolacie vyuziva magnetické gul6cky schopné viazat
nukleové kyseliny, ktoré je néasledne mozné ziskat pomocou magnetu bez potreby
centrifugacie, ¢im sa znizuje riziko poskodenia DNA v ddsledku pdsobenia trecich sil.
Je ddlezité brat’ do ivahy mala vel'kost’ fragmentov cfDNA a podl’a toho zvolit’ spravny

protokol (Ali a kol., 2017; Sorber a kol., 2017).



3.2.3 Aplikécia a potencial cfDNA
V ostatnych rokoch rastie medicinsky vyznam cfDNA s ohl'adom na jej spojitost’
s niektorymi 'udskymi poruchami a jej klinické vyuzitie ako neinvazivneho, presného

a citlivého biomarkera je v centre aktivneho vyskumu.

3.2.3.1 cfDNA a rakovina

Uz desatrocia je zname, ze cfDNA je vo vysokych koncentraciach pritomna
v krvi pacientov s rakovinou. Cirkulujuca tumorova DNA (ctDNA) reprezentuje iba
malu frakciu (< 1 %) celkovej cfDNA a pochadza z primarnych tumorov, cirkulujicich
tumorovych buniek (CTCs), mikrometastaz alebo metastaz (Stroun akol., 2001)
(Obr. 2). Niekol'ko prac potvrdilo, ze ctDNA obsahuje Specifické zmeny stvisiace
s nadorom, ako st bodové mutacie, amplifikacie a zmeny v metylécii, ktoré pésobia ako
cirkulujuci obraz $pecifického ochorenia a moézu slizit’ ako urcity druh tekutej biopsie,
prostrednictvom ktorej je mozné zrekonstruovat’ stav nadorového genomu (Salvi a kol.,
2016).

@ Nadorové bunky

f ctDNA

¢  Erytrocity

@ CTCs

‘. Trombocity

ﬁgfy cfDNA

Obr. 2: Schéma uvol'nenia ctDNA do krvného obehu (prevzaté a upravene z publikacie
Li a kol., 2018)

Zvysujuci sa zaujem o ctDNA je spOsobeny jej potencialnym vyuzitim ako
tekutej biopsie, ktord je velmi sl'ubnd v Sirokej S$kale klinickych aplikécii,

od neinvazivnej v¢asnej diagnostiky, po progndzu, detekciu minimalneho rezidualneho
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ochorenia a predikciu odpovede na lie¢bu rakoviny (Heitzer a kol., 2015; Ulrich
a Cloud, 2018). Aj ked’ chirurgické biopsia je stale zlatym Standardom pre diagnostiku
a vyber liecby, nesie so sebou isté nevyhody. Okrem invazivneho ziskavania vzorky
poskytuje iba staticky a priestorovo obmedzeny obraz choroby v momente vykonania
chirurgického zakroku. Naopak, analyza ctDNA, okrem toho ze je neinvazivna, rychla
a finanéne nendroCnd, umoziuje aj sledovanie priebehu rakoviny v redlnom case

a dokaze zachytit” heterogenitu nddoru (Dominguez-Vigil a kol., 2018).

Cirkulujuca tumorova DNA sa javi byt potencialnym zdrojom biomarkerov
pre rozli¢né typy rakoviny pri v€asnej detekcii tumorov, hoci jej vel'mi malé mnozZstvo
v krvnom obehu, ktoré si vyzaduje vysoko citlivé a reprodukovatené metody a jej
variabilita medzi pacientmi limituju vyuzitie ctDNA v klinickej praxi. Slubnou
optimalnou aplikaciou by mohla byt kombinacia ctDNA detekcie s panelom
konvenénych rakovinovych markerov pouzivanych v skriningovych programoch (Salvi
a kol., 2016; Ulrich a Cloud 2018).

3.2.3.2 cfDNA v mo¢i

Urinalna volnd DNA (ucfDNA) pochadza priamo z odumierajucich buniek
exfoliovanych v moci alebo z cirkulacie. Tato DNA by mohla byt dobrym zdrojom
biomarkerov predovSetkym pre urologické typy rakoviny. Odber mocu je dokonca
menej invazivny ako odber krvi, su ho dostupné velké mnoZstvd a mdze byt

pre monitorovanie vyvoja choroby zbierany rutinne (Lu a Li, 2017).

Nukleove kyseliny v moci su kvoli zlozeniu mo¢u (DNA nukleazy, baktérie,
variabilné pH) citlivejSie na degradéciu ako tie v krvi. Na zaklade pdvodu sa ucfDNA
deli do troch kategorii: DNA z buniek moc¢ového traktu, transrenalna DNA a DNA
pochadzajlca z baktérii a virusov, ktoré napadli urogenitalnu sistavu (Burnham a kol.,
2018). Niekol'ko studii potvrdilo aj pritomnost’ vol'nej fetalnej DNA v moc¢i matky. Ide
o0 transrenalnu DNA, kedy cast’ cffDNA glomerularnou filtraciou prestupuje bariéru
obli¢iek, ktora je priepustna pre kratke fragmenty DNA (Botezatu a kol., 2000).
Detekcia fetalnej DNA v moc¢i je vSak doposial’ mozna len s nizkou $pecifitou, ked’Ze je
prili§ degradovanad ajej fragmenty maji dizku iba 29-45 bp. Uloha ucfDNA
v prenatalnej diagnostike genetickych choréb preto ostava kontroverzna (Tsui a kol.,
2012).
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3.2.3.3 cfDNA v prenatélnej diagnostike

Jednou z oblasti, kde aplikacia cirkulujicej cfDNA dosiahla najvacsi uspech
a vyuzitie, je neinvazivne prenatdlne testovanie (NIPT). Od plodu odvodené nukleové
kyseliny v materskej plazme v priebehu tehotenstva boli po prvykrat identifikované
vroku 1997 (Lo akol.,, 1997). VoIna fetalna DNA pochadza z placentarnych
trofoblastov a k jej fragmentécii dochadza, ked’ sa mikroc¢astice placenty vylucuju
do krvného obehu matky (Obr. 3). Fragmenty s dlhé priblizne 200 bp a sU podstatne
mensie ako fragmenty DNA matky. Vol'na DNA cirkulujuca v krvi matky obsahuje
zmes materskej a fetdlnej DNA, kde fetadlna frakcia zastupuje iba malé percento
(11-13,4 %) z celkového mnozstva cfDNA. Mnozstvo cffDNA (cell free fetal DNA)
rastie s gestaénym vekom a priebehom tehotenstva (Chan a kol., 2004; Alberry a kol.,
2007).

Matersky
krvny obeh

Obr. 3: Schéma uvolnenia cffDNA do krvi matky (prevzaté a upravené

Z WwWw.massivegenomics.co.ke)

Prvé klinické aplikacie mali vel’ky potencial, ale obmedzili sa na identifikaciu
alel pritomnych v plode a nie v materskom genéme, ako sU paternalne zdedené alebo
de novo mutacie. Tieto pristupy zahifiali urCenie pohlavia plodu a detekciu paternélne
zdedenych poruch jedného génu, ktoré sa dedia autozomalne dominantnym spdsobom,
ako je napriklad achondroplazia ¢i svalova dystrofia (Lo a kol., 1997; Amicucci a kol.,
2000; Chitty akol., 2011). Stanovenie autozomalne recesivnych alebo maternalne
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prenasanych autozomalne dominantnych poruch bolo komplikovanejsie, hoci niekol'ko
Stadii bolo uspesnych pri vyluceni otcovskych alel v recesivnych podmienkach, ako

napriklad cysticka fibroza alebo p-talasémia (Chitty a Bianchi, 2013).

Vdaka neustalym pokrokom v technoldgiach sa perspektiva rapidne zmenila
a aplikacie cffDNA priniesli do prenatalnej diagnostiky mnoho vyhod. V sucasnosti sa
v klinickej praxi vd’aka jej spolahlivosti a vysokej presnosti pouziva na stanovenie
pohlavia, genotypizaciu systtmu RhD asystému krvnych skupin plodu (Chitty
a Bianchi, 2013). Okrem toho sa cffDNA pouziva na prenatalnu diagnostiku fetalnych
aneuploidii, vratane trizomii, aneuploidii pohlavnych chromozomov a $pecifickych
mikrodelécii (Fiorentino a kol., 2017). Vyhodami metod vyuzivajtcich cffDNA su teda
neinvazivnost’, §irokd pouzitelnost’ a dostupnost’ v ranom gestatnom veku. Hoci sa
cffDNA povaZzuje za vykonny skriningovy néstroj, mé niekol’ko obmedzeni. Pri detekcii
aneuploidii ju nemoZno povazovat' za nahradu karyotypu, preto je sucasna detekcia
aneuploidii obmedzend na najbeZnejSie trizomie. Okrem toho, pouZitie cffDNA
na diagnostiku poruch viazanych na jeden gén aautozomalne recesivnych chordb je

zatial’ iba v $tadiu vyvinu (Gerson a O'Brien, 2018).

3.3 Metddy analyzy cffDNA

3.3.1 Kvantitativna polymerazova ret'azova reakcia v realnom case (QPCR)

gPCR je laboratérnou technoldgiou molekularnej bioldgie, ktord monitoruje
amplifikaciu ciel'ovej molekuly DNA v priebehu PCR, teda v realnom ¢ase. Na detekciu
produktov gPCR sa pouzivaju dve metddy. Prva metdéda vyuziva neSpecifické
fluorescencné farbiva, ktoré interkaluji do akejkol'vek dvojvldknove; DNA. Druhou
moznostou je pouzitie sekventne Specifickyjch DNA  sond, zlozenych
z oligonukleotidov znacenych fluorescenénym reportérom. Tento reportér je mozné
detegovat’ az po hybridizacii proby s komplementarnou sekvenciou (Bustin akol.,
2009; Logan a kol., 2009).

Kvantitativna polymerdzova retazova reakcia v redlnom case je najbeznejSie
pozivanou technolégiou na kvantifikdciu fetdlnej DNA v pripadoch, ked je plod
muzského pohlavia. Analyzasa opiera o pritomnost Specifickych sekvencii
pre chromozdém Y, ako je SRY. Pri rozsireni vyuzitia tejto metédy aj na tehotenstva

s plodom Zenského pohlavia sa vyskum zameriava na paterndlne dedené fetdlne

13



jednonukleotidové polymorfizmy. Dalsie nové postupy sa zase sustred’ujii na odlisni

metylaciu materskej a fetalnej DNA (Manokhina a kol., 2014; Xu a kol., 2016) .

3.3.2 Masivne paralelné sekvenovanie (MPS)

Vsetky technologie masivneho paralelného sekvenovania st zalozené
na sekvenovani velkého mnozstva DNA templatov sucasne. Technologie prvej
generdcie MPS sa spoliehajd na prvu amplifikaciu jednotlivych templatov DNA
pred ur¢enim sekvencie. MPS druhej generacie je zalozené na sekvenovani jednotlivych
molekal DNA bez akejkol'vek amplifikacie pre zvySenie intenzity signalu. Vyhodou
tychto technoldgii je, Ze st schopné generovat’ Citania s dlhou sekvenciou. Rozsiahle
dizky &itani vyrazne ulahluju zostavovanie gendmovych sekvencii (Gao a Smith,

2020).

V porovnani s technolégiami s kratkym ¢itanim maju vSak dve klGcové
nevyhody: celkovu presnost’ sekvencie a vystup sekvencie. Tato metdda sa vyuziva
najmé na vyhl'adavanie mutécii v jednotlivych lokusoch, molekularnu karyotypizaciu ¢i
kvantitativny odhad variability DNA kopii. VyuZitie vSak nachddza aj pri analyze
fragmentovanej vol'nej fetalne DNA z maternalnej plazmy a je potencialne pouzitelna
pre vSetky tehotenstvA pri neinvazivnej prenatidlne; diagnostike fetalnych

chromozomalnych aneuploidii (Xu a kol., 2016).

3.3.3 Digitalna kvapockova polymerazova retazova reakcie (ddPCR)

ddPCR je digitadlna metdda PCR vyuzivajica systém kvapiek s emulziou vody
aoleja. Jednotlivé kvapdocky vytvaraja oddiely, ktoré oddel'uju templatové molekuly
DNA. Kvapocky plnia tlohu jednotlivych skiimaviek alebo jamiek na dosticke,
v ktorych prebieha PCR reakcia, aj ked’ v menSom forméate. Masivne rozdelenie vzoriek
je klaGovym aspektom techniky ddPCR (Xu a kol., 2018). Systém rozdeluje vzorky
nukleovych kyselin na tisice kvapiek velkosti nanolitrov a v kazdej kvapke dochadza
k amplifikacii (Obr. 4). V ¢itatke sa nasledne analyzuji vsetky kvapky pomocou
fluorescenéného detektora, ktory podla fluorescenéného signalu v zavislosti
od pritomnosti ¢i absencie cielovej DNA rozliSuje PCR pozitivne a negativne
kvapocky. Na zaklade poctu pozitivnych anegativnych oddielov sa potom vypocita
absolutna kvantifikacia cielovej DNA (Orhant a kol., 2016; Pinheiro a Emslie, 2018).
Rozdelenie umoziuje meranie tisicok nezavislych amplifikacii v jednej vzorke, co
znamena, Ze jedna vzorka méze poskytnut’ desiatky tisic datovych bodov a nie jediny
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vysledok, ¢im ponuka Statisticky vyznamnu analyzu pouzitelnu v praxi (El Khattabi
a kol. 2016; Pinheiro a Emslie, 2018).

Rozelenie vzorky Priebeh PCR Meranie

do 20 000 reakcii vo intenzity

kvapiek vsetkych fluorescencie
kvapkach v kazdej
sucasne kvapke

Obr. 4: Schéma priebehu ddPCR (prevzaté a upravene z www.labmedica.com)

Tato technika ma mensie poziadavky na mnozstva vstupnych vzoriek, ¢o znizuje
naklady aumoziiuje uchovanie cennych vzorieck v malom mnozstve. Digitalna
kvapockova PCR bola navrhnutd ako alternativna technika na zistenie aneuploidii
V neinvazivnom prenatdlnom testovani, avSak vyzaduje si eSte malé vylepSenia, pretoze
na dosiahnutie Statisticky vyznamného vysledku je potrebné velké mnoZstvo
pozitivnych kvapiek, ¢o znamena uskutocnenie velkého mnoZzstva PCR reakcii (Chiu

a kol., 2008; El Khattabi a kol., 2016).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Na vyskum boli pouzité vzorky krvnej plazmy odobraté pat'desiatim gravidnym

Zzenam Cakajucim dieta muzského pohlavia, ktoré bolo stanovené z odberu plodovej

vody alebo chériovych klkov pomocou metddy QF PCR. Pacientkam bola medzi 13-22

tyzdiom tehotenstva odobrana periférna krv a nasledne z nej bola separovand krvna

plazma. Vsetky pacientky podpisali informovany suhlas s pouzitim ich vzoriek

na vedecké ucely. Vzorky krvnej plazmy boli uchovavané v mraziacom boxe pri teplote

-80 °C.

4.2 Pouzité chemikalie, supravy a roztoky

o

o

o

QlAamp® Circulating Nucleic Acid Kit Qiagen, Hilden, G (LOT: 163039698)
QIAEX® Il Gel Extraction Kit, Hilden, G (LOT:160020018)

Maxwell® RSC ccfDNA Plasma Kit Promega, USA (LOT:112528)

PCR Clean Decontamination Spray, Minerva Biolabs (LOT: 152D2029)
Izopropanol p.a., mikroCHEM SR

Ethanolum 96% (V/V), Fagron a.s. CR

QuantiFlour® ONE dsDNA System, Promega USA (kat.¢. #E4870)
QuantiFluor® ONE Lambda DNA, Promega USA (LOT: 0000405730)
Elu¢ny pufor Promega USA (LOT: 0000372713)

magnetické gulicky AMPure XP, Beckman Coulter USA (LOT: 18222700)
nanasaci pufor Gel Loading Dye (6x), New England BioLabs (LOT: 0231710)
2-Log DNA Ladder (0,1-10 kb), New England BioLabs (LOT: 0661309)
GelRed® Nucelic Acid Gel Stain 10 000x, Biotium USA (LOT: 19G0819)
agardza (Prolabo, Belgium)

PureLink™ Quick PCR Purufucation Kit, Invitrogen by Thermo Fisher
Scientific, Lithuania (LOT: 00999286)

Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity (5 U/uL), Invitrogen by Thermo
Fisher Scientific, Lithuania (LOT: 2203604)

T4 DNA Ligase, Thermo Fisher Scientific, Lithuania (LOT: 01008580)
Anza™ DNA End Repair Kit, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Lithuania
(LOT: 01020650)

PCR Ultra H20, Top-Bio s.r.o CR (LOT: P040122022)

10x High Fidelity PCR Buffer, Invitrogen Lithuania (LOT: 2191424)
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50 mM MgSQsg, Invitrogen Lithuania (LOT: 2218088)

10x T4 DNA Ligase Buffer. Thermo Scientific, Lithuania (LOT: 00969762)
PEG 4000, Thermo Scientific Lithuania (LOT: 00996866)

univerzalny primer, sekvencia DNA (5°-3"):
GCGGTGACCCGGGAGATCTGAATTC, Sigma-Aldrich Germany
Specificky kratky linker, sekvencia DNA (5'-3"): P-GAATTCAGATC, Sigma-
Aldrich Germany

Specificky dlhy liknker, sekvencia DNA (57-3"):
GCGGTGACCCGGGAGATCTGAATTCT, Sigma-Aldrich Germany

Prime PCR ddPCR Copy Number Assay: USP9Y Human. BIO-RAD USA
(kat.c. #10031240)

Prime PCR ddPCR Copy Number Assay: ATRX Human. BIO-RAD USA (kat.c.
#10031243)

2x ddPCR Supermix for Probes (No dUTPs), BIO-RAD USA (LOT: 002699)
oligonukleotidy (Merck)

DNA dA-Tailing Kit, MCLAB, USA (kat.c. #NGDT-100)

4.3 Zoznam pouzitych pristrojov a zariadeni

o

o

o

trepacka (Combi-Spin FVL-2400N, BIOSAN Litva)
vodna kupel’ (Orbital Shaking Water Bath NB-303, N-BIOTEK Korea)
vakuova pumpa (Taigen VacEzor Taiwan)
dryblock (MiniB-100 Dry Bath MIULAB Cina)
spin column adaptéry (LabTurbo Taiwan, kat. ¢. S0101)
centrifugacné skimavky 50 ml (TPP Switzerland, LOT: 20180338)
ClickSeal Microcentrifuge Tubes in Self-Standing Bags (BCN1700-BP
GoldenGate BIOSCIENCE, USA)
automat na izolovanie cfDNA z krvnej plazmy (Maxwell RSC Promega, USA)
fluorometer Quantus™ (Promega USA, kat.&. #E6150)
tenko-stenné 0,5ml PCR skamavky (Promega USA, kat.¢. #E4941)
DNA LoBind 1,5ml skimavky (Eppendorf Germany, LOT: G174032M)
magneticky separacny stojan (Permagen Labware, USA, LOT: #MSR06)
elektroforeticka vana (Bio-Rad, USA)
zdroj napitia (Pharmacia LKB, Svédsko)
UV transluminator MiniBis Pro (DNR Bio-Imaginig systems, Izrael)
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analytické vahy (Boeco, Germany)

Droplet Reader QX 200™ (BIO-RAD, USA)

PCR Plate Sealer PX1™ (BIO-RAD, USA)

Automated Droplet Generator (BIO-RAD, USA)

PCR Plate Spinner (VWR, USA)

pipetové $picky s roznym objemom 20-1000 pl s filtrom
mikropipety 1000; 200; 20; 0,5 ul (Labmate, UK)
laminarny box (Telstar Bio I Advance, Spanielsko)
hlbokomraziaci box (Dairei ULTF 80, Denmark)

stolna centrigliga (MPW-310, Poland)

minicentrifiga (Spectrafuge 7M Labnet USA)
termocyklér, Bio-Rad C1000 Touch™ Thermal Cycler (Bio-Rad, USA)
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4.4 Pouzité experimentalne a vyhodnocovacie postupy
4.4.1 1zolacia cfDNA pomocou kitu

Na izolaciu cfDNA z krvnej plazmy bol pouzity QlAamp Circulating Nucleic
Acid Kit od firmy Qiagen, podla protokolu odporté¢aného vyrobcom. Pred zadiatkom
préace bolo pracovné miesto v laminarnom boxe vyc¢istené dekontaminaénym roztokom
PCR cleaner a spolu s pomockami vyziarené silnym zdrojom germicidneho Zziarenia
po dobu 30 minut. Podl'a pokynov v protokole od vyrobcu bolo pridanych 200 ml
izopropanolu k ACB pufru, 25 ml etanolu k ACW1 pufru a 30 ml etanolu k ACW2

pufru. Vzniknuté roztoky boli dokladne premie$ané a skladované pri izbovej teplote.

Skdmavky s krvnou plazmou boli vybrané z hibokomraziaceho boxu a ulozené
pri izbovej teplote v laboratoriu pokial’ nerozmrzli. Pri kazdej izolacii sa pracovalo
S piatimi vzorkami kvoli kapacite pouzivanych pristrojov. Medzicasom bolo
V lamindrnom boxe pripravenych a oznacenych 6 50ml centrifuga¢nych sktimaviek.
V jednej 50ml centrifugacnej skiimavke bolo zmiesanych 22 ml ACL pufru s 28 pl
Carrier RNA, roztok bol ru¢ne premieSany. Do zvySnych 50ml centrifuga¢nych
skumaviek oznacenych ¢islami vzoriek bolo rozpipetovanych 500 pl Proteinazy
Kapridanych cca 5 ml krvnej plazmy. Nasledne boli do 50ml centrifugaénych
skumaviek s proteindzou a krvnou plazmou pridané 4 ml z pripraveného mixu ACL
pufru + Carrier RNA. Vzniknuté roztoky v skimavkéch boli premieSané na vortexe
aumiestnené do vodného kupela predhriateho na 60 °C. Vzorky boli inkubované
30 minut za staleho mieSania. Po uplynuti ¢asu bolo ku vzorkam pridanych 9 ml ACB
pufru, roztoky boli opat’ premiesané na vortexe a umiestnené do 'adového ktpela na 10
minat. Pocas inkubacie boli do vakuovej pumpy umiestnené spin column adaptéry
S kolonkami, do ktorych boli umiestnené extendery kvoli velkému objemu vzoriek.
Vzorky boli naliate do prislusnych extenderov abola zapnutd vakuova pumpa.
Po presati celého objemu cez koldnky bola pumpa vypnuta a extendery odstranené.
Nésledne bolo do koloniek pridanych 600 pl ACWL1 pufru a pumpa bola opét’ zapnuta.
Po presati bolo pridanych 750 ul ACW2 pufru a opét’ bola zapnuta pumpa. Na zaver
bolo pridanych 750 ul etanolu a proces sa opakoval. Potom boli kolénky premiestnené
do zbernych skimaviek a centrifugované 3 minuty pri 10 000 rpm. Po centrifugécii boli
zberné skumavky vyhodené akolonky boli premiestnené do cistych zbernych
skimaviek. Koldnky boli otvorené ainkubované v termobloku 10 minut pri teplote

56 °C do Uplného vysuSenia membrany. Po skonceni inkubacie boli opét zberné
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skumavky vyhodené a kolonky boli umiestnené do eluénych skiimaviek. Na membrany
koloniek bolo napipetovanych 60 ul eluéného AVE pufru a boli nechané 3 mindty
odpocivat’ v izbovej teplote. Na zaver boli mikroskimavky s kolonkami centrifugované
1 minatu pri 10000 rpm. Koldnky boli na zaver vyhodené aizolovana cfDNA
Vv eluénych skimavkéach bola rozpipetovana do 4 mikrocentrifugacnych skiimaviek
v objemoch 2-krat po 20 pl a2-krat po 10 pl. VSetky skimavky boli umiestnené

do hlbokomraziaceho boxu, kde boli uchovavané pri - 80 °C do d’alSicho pouzitia.

4.4.2 1zolacia cfDNA pomocou automatu
Izolaciu cfDNA z krvnej plazmy sme vykonali aj pomocou automatu Maxwell
RSC a prislusného kitu Maxwell RSC ccfDNA Plasma Kit od firmy Promega podla

protokolu vyrobcu.

Ako prvé boli kazety s puframi umiestnené do zasobniku a bola z nich opatrne
odlepend ochranna félia. Nasledne boli nanesené jednotlivé vzorky plaziem s objemom
400-1000 pl (v zavislosti od dostupného mnoZzstva vzorky) do komorok s ¢islom jedna.
Obsah komorky bol dbsledne premiesany s pridanou plazmou pomocou pipetovej
$picky. Do komorok s ¢islom 8 boli umiestnené plastové piesty dodané v Kite. Nasledne
boli vsunuté eluéné skimavky do prislusnych jamiek pri kazdej kazete a boli naplnené
60 pul eluéného pufru, taktiez z Kitu. Po dokonceni pripravy bol zasobnik s kazetami
ulozeny do pristroja a bol spusteny program na izolaciu. Po skonceni izolacie boli
prazdne kazety vyhodené aeluéné skamavky s izolovanou cfDNA boli po merani

koncentracie umiestené do stojanu, a uskladnené v hibokomraziacom boxe pri - 80 °C.

4.4.3 Meranie koncentracie DNA

Po izolacii bola odmerana koncentracia izolovanej cfDNA v pristroji Quantus
Fluorometer od firmy Promega. Najprv musel byt fluorometer kalibrovany.
V priehl'adnej 0,5ml PCR skumavke bol pripraveny blank pridanim 200 pl farbiva
QuantiFluor ONE dsDNA Dye askimavka bola umiestena do tmy. V druhej
priehl'adnej 0,5ml PCR skiimavke bol pripraveny Standard zmieSanim 1 pl QuantiFluor
ONE Lambda DNA standart a200 pl fluorescenéného farbiva QuantiFluor ONE
dsDNA Dye a skimavka bola umiestnena do tmy. Po 5 minatach inkubécie pri izbovej
teplote v tme boli pouzité na kalibraciu fluorometra. Po kalibracii boli idaje do pristroja
ulozené pre dalSie merania anasledne boli odmerané vzorky izolovanej cfDNA.

K200 pl fluorescenéného farbiva boli pridané 2 pl vzorky, zmes bola premiesana
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a inkubovana 5 minut pri izbovej teplote v tme. Po inkubé&cii boli do pristroja zadané
objemy vzoriek azvolené jednotky vyslednej koncentrdcie. Nasledovalo samotné

meranie a zaznamenanie vysledkov.

4.4.4 Obohatenie fetalnej frakcie pomocou magnetickych gul’6c¢ok
V nasledujticej metdde bol pouzity postup od Grendara a kol., 2019, upraveny
podl'a Hu a kol., 2019.

Fetalna frakcia v prvej sekcii vyizolovanej cfDNA bola obohatena pomocou
separadcie na magnetickych gulickich AMPure XP od firmy Beckman Coulter.
Pred zacatim prace bol roztok s gul6¢kami premiesany a vytemperovany na izbovu
teplotu spolu s izolovanou cfDNA. Nasledne bolo do LoBind skimaviek s nezmac¢avym
povrchom napipetovanych 10 pl cfDNA a6,7 ul roztoku gul'6¢ok; zmes bola
premie$ana pomocou pipetovacej $pi¢ky a inkubovana pri izbovej teplote 5 mindt.
Po inkubacii boli skumavky vlozené do magnetického separa¢ného stojana, kde boli
ponechané po dobu 7 minut. Medzi¢asom bol pripraveny Cerstvy 80% etanol zmieSanim
96% etanolu aPCR vody, Vv zavislosti od poctu vzoriek. Po 7 minatach bol
zo skumaviek v magnetickom stojane odsaty supernatant a premiesteny do cistych
LoBind skimaviek. K supernatantu bolo pridanych 31 pl roztoku s gul'6¢kami a obsah
bol premiesany pomocou pipetovacej Spi¢ky. Zmes bola inkubovand 5 mint pri izbove;j
teplote a nasledne 5 minut na magnetickom separa¢nom stojane. Supernatant bol odsaty
avyhodeny. Do skimaviek s magnetickymi gul’6¢kami, na ktorych bola naviazana
cfDNA bolo pridanych 80 ul 80% etanolu na precistenie, skimavky boli jemne ota¢ané
anasledne bol etanol odsaty. Tento pre€istovaci krok sa opakoval eSte raz.
Po dokladnom odstraneni vsetkého etanolu boli skimavky ponechané na stojane
po dobu priblizne 10 minut, kym nevyprchal vSetok etanol a magnetické terciky neboli
vysuSené. Na zaver bol do skimaviek pridany elu¢ny pufor v objeme 25 ul a pomocou
pipetovacej Spi€ky vilom boli magnetické guldocky resuspendované. Nasledovala
inkubécia 2 minuty pri izbovej teplote a potom 2 mindty v magnetickom stojane.
Supernatant obsahujuci cfDNA fragmenty o dizke 100-160 bp bol odpipetovany

do cistych skimaviek a ulozeny do hlbokomraziaceho boxu.

4.4.5 Obohatenie fetalnej frakcie pomocou gélovej elektroforezy

V nasledujucej metdde bol pouzity upraveny postup od Jorgez a Bischoff, 2009.
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Na pripravu 1% agarézového gélu bolo navazenych 0,75 g agardzy, ktoré sa
rozpustili v75 ml 0,5x TBE pufru. Zmes bola v mikrovinnej rire ohrievana az
do vycirenia roztoku. Pripraveny gél bol vyliaty do elektroforetickej vanicky a bol don
umiestneny hrebienok. Po stuhnuti gélu bol hrebienok opatrne vytiahnuty a gél bol
zaliaty 0,5x TBE pufrom. Do jamiek bolo nanesenych 10 pl vzorky s1,6 pl
nanasacieho pufru. Do prvej a poslednej jamky bolo nanesenych 5 pl DNA rebrika
(DNA Ladder 100 bp), 1 ul nanasacieho pufru a 2 pl farbiva GelRed. Elektroforeticka
migréacia bola spustena najprv pri 60 V po dobu 30 minuat a potom pri 80 V po dobu 50
minat. Vysledok bol vizualizovany s pouzitim UV transluminatora. Z gelu boli
pomocou sterilného skalpelu vyrezané casti, ktoré odpovedali velkosti priblizne
100-300 bp, na zéklade porovnania s rebrickom. Vyrezané ¢asti gélu boli umiestnené

do cistych mikroskimaviek.

Naésledne, s pouzitim QIAEX II Gel Extraction kitu od firmy Qiagen, bola z gélu
izolovana DNA podla postupu navrhovaného vyrobcom. Do mikroskiimavky
s vyrezanym kuskom gélu bolo pridanych 1 200 pl QX1 pufru a 10 pl QIAEX 11 pufru.
Obsah skiimavky bol premiesany. Vzorky boli vlozené do termobloku, kde boli
inkubované pri 50 °C po dobu 10 minut. Kazdé dve minuty bol obsah skumaviek
premieSany pomocou vortexu. Po inkubdcii boli skimavky umiestnené do stolnej
centrifugy a boli centrifugované pri 11 000 rpm po dobu 30 sekind. Nasledne bol
odobraty supernatant a pelet bol resuspendovany v 500 ul QX1 pufru. Vzorky boli opat’
centrifugované pri 11 000 rpm po dobu 30 sekund. Supernatant bol odobrany a pelet
resuspendovany v 500 ul PE pufru. Vzorky boli centrifugované pri 11 000 rpm po dobu
30 sekund. Supernatant bol znovu odobrany a pelet resuspendovany v 500 pl PE pufru.
Vzorky boli centrifugované pri 11 000 rpm po dobu 30 sekund. Supernatant bol
dokladne odobrany a pelet sa nechal susit’ pri izbovej teplote 15 minat. VysusSeny pelet
bol resuspendovany v 25 ul PCR vody aponechany v stojane pri izbovej teplote
po dobu 5 minat. Nasledne boli vzorky centrifugované pri 11 000 rpm po dobu 30
sekind. Nakoniec bol supernatant preneseny do Ccistej skumavky auloZeny

v hlbokomraziacom boxe.

4.4.6 Obohatenie fetalnej frakcie pomocou amplifikacie vybranej dizky
fragmentov
Pouzitd metéda a postupy boli prevzaté z publikacie Young a kol., 2017

a upravené podla potreby laboratoria.

22



4.4.6.1 Uprava koncov fragmentov

Pre pripravu DNA s tupymi koncami bol pouzity Anza™ DNA End Repair Kit
od firmy Invitrogen a postupovalo sa podl'a protokolu odpora¢aného vyrobcom.
Do pripravenych PCR-mikroskimaviek boli napipetované 2 pl Anza 10x Repair pufru,
1 ul Anza DNA End Repair mixu a 17 pl izolovanej cfDNA. Obsah mikroskimavky
bol premiesany pomocou pipetovacej Spicky askimavky boli umiestnené

do termocykléra, kde boli inkubované pri 20 °C po dobu 15 minut.

4.4.6.2 Purifikacia

Na precistenie vzoriek po uprave koncov bol pouzity QIAEX II Gel Extraction
kit od firmy QIAGEN. Postupovalo sa podla protokolu od vyrobcu. Do ¢istych
mikroskimaviek bolo napipetovanych 120 ul QX1, cely objem roztoku po Uprave
koncov (20 pl) a10 pl QIAEX II pufru. Obsah bol premiesany a skimavky boli
umiestnené do termobloku, kde boli inkubované 10 minat pri teplote 50 °C
s pravidelnym mieSanim na vortexe v intervale dvoch minat. Nasledne boli vzorky
centrifugované pri 13000 rpm po dobu 30 sekind. Po centrifugacii bol opatrne
odobraty supernatant a k peletu bolo pridanych 500 pl QX1 pufru. Obsah skimaviek
bol premieSany na vortexe a vzorky boli opét’ centrifugované 30 sekiund pri 13 000 rpm.
Supernatant bol odobraty a pelet premyty 500 pl PE pufru. Obsah skumavky bol
premie$any na vortexe a centrifugovany pri 13 000 rpm 30 sekund. Supernatant bol
znovu odobraty a premyvaci krok s PE pufrom sa este jedenkrat zopakoval. Pelet bol
suSeny pri izbovej teplote po dobu 15 minut. Po sfarbeni peletu dobiela bolo
do skumaviek pridanych 45 pl PCR vody aobsah bol premieSany na vortexe
do homogenizacie roztoku. Vzorky boli inkubované pri izbovej teplote 5 minut
a centrifugované pri 13000 rpm po dobu 30 sekidnd. Nakoniec bol supernatant

obsahujtci DNA preneseny do Cistych mikroskumaviek.

4.4.6.3 Pridanie adeninu na treti koniec tupej DNA

Pre pridanie adeninu na tretie konce upravenych molekil DNA bol pouzity DNA
dA-Tailing Kit od firmy MCLAB a postupovalo sa podl'a odporucani od vyrobcu.
Do PCR-mikroskumaviek bolo napipetovanych 10 pl 5 x dA-Tailing pufru, 1 pl
dA-Tailing enzymu a 39 pl upravenej a precistenej DNA. Obsah mikrosktimaviek bol
premieSany pomocou pipetovacej Spicky a inkubovany v termocykléri 30 minat pri
37 °C.
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4.4.6.4 Purifik&cia

Na purifikéciu vzoriek po priddvani adeninu bol opat’ pouzity QIAEX II Gel
Extraction kit od firmy QIAGEN. Postup bol rovnaky ako v bode ¢islo 2, s vynimkou
vstupného objemu vzorky, ktory ¢inil 50 ul a objemu QX1 pufru v prvom kroku, ktory
bol 300 pl. Na eltciu bolo pouzitych 20 ul PCR vody.

4.4.6.5 Ligacia Specifickych linkerov

Po precisteni nasledovalo pripojenie Speciadlne nadizajnovanych linkerov podl'a
Young akol., 2017 (Tab. 1). Najprv bol vytvoreny ligacny premix, ktory pozostaval
z 10x T4 DNA Ligase pufru, 50% PEG 4000 solution, T4 DNA ligazy, 40x riedeneho
kratkeho linkru a 10x riedeného dlhého linkru (Tab. 2). Premix bol premieSany
arozpipetovany po 6,4 ul do PCR-mikroskimaviek. Do skumaviek bolo nésledne
pridanych 13,6 ul precistenej DNA z predoslého kroku aobsah bol premiesany
S pipetovacou Spickou. Skiimavky boli umiestnené do termocykléra, kde boli

inkubované 1 hodinu pri 22 °C a potom 10 minut pri 65 °C kvoli inaktivécii enzymu.

Tabulka 1: Sekvencie nadizajnovanych oligonukleotidov.

Nazov Sekvencia DNA (5°-3")

Kratky linker P-GAATTCAGATC

Dlhy linker GCGGTGACCCGGGAGATCTGAATTCT

Univerzalny GCGGTGACCCGGGAGATCTGAATTC

primer
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Tabul'ka 2: Pipetované objemy na pripravu premixu pre ligaciu linkerov.

Chemicka latka Pipetovany objem pre 1 vzorku
10x T4 DNA Ligase pufor 2 ul
50% PEG 4000 solution 2 ul
T4 DNA ligaza 0,4 ul
10x riedeny dlhy linker 1l
40x riedeny krétky linker 1l
DNA 13,6 pl
Vysledny objem 20 pl

4.4.6.6. Polymerazova ret’azova reakcia s univerzalnym primerom

Vzorky DNA s naligovanymi Specifickymi linkermi boli nasledne pripravené
na PCR s nadizajnovanym univerzalnym primerom podl'a Young a kol., 2017 (Tab. 1),
ktory bol $pecificky k naviazanym linkerom. Najprv bol pripraveny PCR premix z 10x
High Fidelity PCR pufru, MgSOs iénov, zmesi nukleotidov, Platinum Tag DNA
polymerézy a nadizajnovaného univerzalneho primeru (Tab. 3). Premix bol premiesany
arozpipetovany do PCR-mikroskimaviek po 5,6 ul. Do kazdej skimavky bolo
nasledne pridanych 19,4 pl DNA s naviazanymi linkermi a obsah bol premie$any
pomocou pipetovacej Spi¢ky. Na termocykléri bol nastaveny Specificky program
pre amplifikaciu prednostne kratkych primerov z publikacie Young akol., 2017,

upraveny podl'a potrieb pouZzivanej polymerazy (Tab. 4).
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Tabul’ka 3: Pipetované objemy na pripravu premixu pre PCR.

Chemicka latka Pipetovany objem pre 1 vzorku
10x High Fidelity PCR pufor 2,5 ul
Nukleotidy 1l
MgSO4 1l
Univerzalny primer 1l
Platinum Tag DNA 0,1 pl
polymeraza
DNA 19,4 pl
Vysledny objem 25 pl

Tabul'ka 4: Teplotné programy pouzité pri univerzalnej PCR.

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
Inicialna denaturacia 94 1 min 1
a aktivacia
polymerazy
Renaturacia 94 — 1/cyklus 30s 80
Extenzia linkerov 72 5 min 1
Denaturacia 82 20s 15
72 — 1/cyklus 30s
72 2 min
Anealing 82 20s 45
57 20s
72 2 min
Konec¢na 72 5 min 1

polymerizéacia

Stabilizacia DNA 5 0 0

4.4.6.7. Purifikacia
Na finalne precistenie PCR produktov bol pouzity PureLink PCR Purification

Kit od firmy Invitrogen. Postupovalo sa podl'a manualu od vyrobcu. K PCR produktom
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bolo pridanych 100 ul B2 pufru. Zmes bola premieSana a prenesend do PureLink Spin
koloniek v zbernych skimavkach. Kolonky so vzorkami boli centrifugované 1 minutu
pri 13000 rpm. Obsah zbernych skdmaviek bol vyliaty ado koléniek bolo
napipetovanych 650 ul premyvacieho pufru W1. Kolonky boli centrifugované 1 mindtu
pri 13000 rpm, obsah zbernych skimaviek bol opat vyliaty a kolonky boli znovu
centrifugované pri 13 000 rpm 3 minuty. Zberné skimavky boli vyhodené a kolonky
boli umiestnené do cistych eluénych skimaviek. Na membranu koloniek bolo
nanesenych 30 pl elu¢ného pufru a boli inkubované pri izbovej teplote 1 mintu.
Nakoniec boli koldnky centrifugované 2 minuty pri 13 000 rpm. Koldnky boli vyhodené
aeluéné  skumavky  spreCistenymi  PCR  produktmi  boli  uskladnené

do hlbokomraziaceho boxu do d’alSieho pouzitia.

4.4.7 ddPCR

Po vykonani vSetkych obohacovacich metéd bola ich uspeSnost’ analyzovana
pomocou ddPCR. Najprv bol pripraveny premix z ddPCR supermixu, fluorescen¢ne
znacenej sondy pre chromozém X (ATRX) a fluorescenéne znacenej sondy
pre chromozom Y (USP9Y) (Tab. 5). Premix bol premieSany a rozpipetovany
do platnicky po 12 pl na jamku. Do jamiek bolo nésledne pridanych 8 pl vzorky
ana platnicku bola pritavena hlinikova foélia. Potom bola platnicka umiestnena
do generatora kvapdcok. Po vytvoreni emulznych kvapiek bola platni¢ka opét’ pokryta
foliou a prelozena do termocykléra s nastavenym programom odporuc¢anym vyrobcom
(Tab. 6), kde prebehla amplifikacia. Nakoniec boli pomocou ddPCR readru
analyzované intenzity fluorescencie jednotlivych kvapocok. Pomocou softvéru
QuantaSoft™ boli vyhodnotené vysledky kvantifikacie a vypo¢itané fetalne frakcie

v jednotlivych vzorkach.
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Tabul’ka 5: Pipetované objemy na pripravu premixu pre ddPCR.

Chemicka latka Pipetovany objem pre 1 vzorku
2x ddPCR Supermix for 10 pl
Probes (no dUTP)
20x Sonda USP9Y (FAM) 1l
20x Sonda ATRX (HEX) 1l
DNA 8l
Vysledny objem 20 pl

Tabul’ka 6: Teplotné programy pouzité pri ddPCR.

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
Aktivacia enzymu 95 10 min 1
Denaturécia 94 30s 40
Annealing 55 1 min 40
Inaktivéacia enzymu 98 10 min 1
Stabilizacia DNA 4 o0 ©

4.4.7 Statisticka analyza

Namerné data boli Statisticky spracované v programe MATLAB Version
7.5.0.342 (R2007b). Hodnotené boli vysledky fetalnych frakcii prepocitané na 1 ml
krvnej plazmy, pocet kopii chromozémov X prepocitany na 1 ml krvnej plazmy a pocet
kopii chromozomov Y prepoéitany na 1 ml krvnej plazmy. Vytvorena bola Spearman
neparametricka korelacia medzi vysledkami jednotlivych metdd. Pri vypocte fetalnej
frakcie sa vychadzalo z predpokladu, ze cf DNA pochadza z diploidnych buniek
s genotypom XX ak sa jednd o materski bunku a genotypom XY v pripade bunky
plodu.
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5 VYSLEDKY

Na experiment bolo pouzitych 50 vzoriek krvnej plazmy tehotnych Zzien
v 13.-22. tyzdni tehotenstva, z ktorych bola izolovand cfDNA dvoma metddami.
Vsetkych 50 vzoriek bolo pouzitych na izolaciu pomocou kitu QlAamp® Circulating
Nucleic Acid Kit od firmy Qiagen, kde bol vstupny objem 5 ml plazmy. Vzorky, ktoré
obsahovali va¢si objem plazmy boli pouzité aj na izolaciu pomocou automat Maxwell
od firmy Promega, kde bol vstupny objem od 400-1 000 ul, podla mnozstva zvySnej
plazmy. Takychto vzoriek bolo 32. Po izolacii bola odmerana koncentracia cfDNA 32
vzoriek izolovanych pomocou automatu a rovnakych 32 vzoriek izolovanych pomocou
kitu. Vysledky vsetkych koncentracii boli prepocitané na 1 ml plazmy, aby bolo mozné

ich porovnat’ (Priloha 1).

Na obohacovacie metody fetalnej frakcie boli pouzité vzorky s izolovanou
cfDNA pomocou kitu. Vyhodnotenie Uspesnosti jednotlivych metdd bolo vykonané
s pouzitim ddPCR, kde boli pouZité fluorescenéne znacené sondy oznacujlice
chromozém X achromozom Y. Do tabulky boli zaznamenané data zo softvéru
QuantaSoft, a to konkrétne: pocet kopii X, pocet kopii Y a pocet negativnych reakcii,
ktory sluzil ako kontrola spravnej funkcie generatoru kvapdcok. V programe bola
manualne nastavena treshold hodnota relativnej fluorescencie pre oddelenie pozitivnych
signalov, a to pre sondy chromozému X na 3 000 (Obr. 5) a pre sondy chromozému Y
na 4 000 (Obr. 6). Vsetky detegované signaly nad touto hodnotou boli povazované
za pozitivne. Nésledne bola z tychto dat vypocitana fetalna frakcia, ktora bola pocitana
ako podiel poctu kopii chromozému Y x 2 a (celkového poctu kopii chromozému X +
poétu képii chromozému Y) x 100 (Barret a kol., 2017). Dalej bol prepogitany podet
kopii chromozému X a pocet kopii chromozomu Y na 1 ml plazmy, ked'ze kazda

pouzita metdda mala iny vstupny objem cfDNA (Priloha 1).
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Obr. 5. Ukazka vystupu zprogramu QuantaSoft - vzorka obohatend pomocou

elektroforézy.
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X, sive body predstavuju negativne reakcie a ruzova ¢iara znazornuje treshold liniu

Obr. 6: Ukazka vystupu zprogramu QuantaSoft - vzorka obohatend pomocou

elektroforézy.
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Y, sivé body predstavuju negativne reakcie a ruzova ¢iara znazornuje trashold liniu

Z neobohatenych vzoriek izolovanych pomocou kitu bolo metédou ddPCR
analyzovanych 32 vzoriek, avSak kvoli technickej chybe 4 znich neboli zahrnuté
do vysledkov. Priemerna fetalna frakcia bola stanovena na 7,48 % so smerodajnou
odchylkou 3,5. Priemerna namerana koncentracia cfDNA prepocitana na 1 ml krvnej

plazmy bola 0,09 ng.ul? so smerodajnou odchylkou 0,17. Priemerny pocet kopii
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chromozému X prepocitany na 1 ml plazmy bol 910 so smerodajnou odchylkou 561,21
a priemerny pocet koépii chromozému Y prepocitany na 1 ml plazmy bol 31,23

so smerodajnou odchylkou 22,73 (Graf €. 1).

S pouzitim ddPCR boli analyzované aj neobohatené vzorky izolované pomocou
automatu, ato v plnom pocte 32 vzoriek. Priemerna fetalna frakcia bola 9,89 %
so smerodajnou odchylkou 8,68. Priemerna koncentracia prepocitand na 1 ml krvnej
plazmy ¢&inila 0,06 ng.ul? so smerodajnou odchylkou 0,1. Priemerny pocet kopii
chromozomu X prepocitany na 1 ml plazmy predstavoval 1 056,84 so smerodajnou
odchylkou 1 034,16 a a priemerny pocet kopii chromozému Y prepocitany na 1 ml
plazmy bol 39,46 so smerodajnou odchylkou 28,56 (Graf 1).

Prvou testovanou metédou bolo obohatenie fetalnej frakcie pomocou
magnetickych gul’'6¢ok. Pre tuto metédu bolo vybranych 42 vzoriek. Priemerna fetalna
frakcia bola stanovena na 9,89 % so smerodajnou odchylkou 7,06. Priemerny pocet
kopii chromozomu X prepocitany na 1 ml plazmy bol 644,5 so smerodajnou odchylkou
532,91 a priemerny pocet kopii chromozomu Y prepocitany na 1 ml plazmy bol 24,73
so smerodajnou odchylkou 16,59 (Graf 1).

Dalsou testovanou metddou bolo obohatenie fetdlnej frakcie pomocou
amplifikacie vybranej dizky fragmentov. Pre tiito metodu bolo vybranych 32 vzoriek.
Priemerna fetalna frakcia bola stanovena na 12,05 % so smerodajnou odchylkou 13,21.
Priemerny pocet kopii chromozému X prepocitany na 1 ml plazmy bol 307,64
so smerodajnou odchylkou 927,64 a priemerny pocet kopii chromozému Y prepoéitany

na 1 ml plazmy bol 7,37 so smerodajnou odchylkou 8,15 (Graf 1).

Poslednou testovanou metddou bolo obohatenie fetdlnej frakcie pomocou
gélovej elektroforézy. Pre tato metddu bolo vybranych 45 vzoriek. Priemerna fetélna
frakcia bola stanovend na 8,54 % so smerodajnou odchylkou 6,02. Priemerny pocet
kopii chromozému X prepoc¢itany na 1 ml plazmy bol 665,48 so smerodajnou
odchylkou 478,27 a priemerny pocet kopii chromozému Y prepocitany na 1 ml plazmy
bol 29,83 so smerodajnou odchylkou 34,22 (Graf 1).
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Graf 1: Priemerne namerané hodnoty fetalnych frakcii a po¢tu kopii chromozémov X

a'Y prepocitané na 1 ml plazmy.
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Legenda: FF — fetalna frakcia, P. k. X — pocet kopii chromozomu X prepocitany na 1 ml
krvnej plazmy; P. k. Y — pocet kopii chromozomu Y prepocitany na 1 ml krvnej

plazmy.

Izolaciou cfDNA pomocou automatu bol dosiahnuty vyssi priemerny pocet kopii
chromozémov X aY ataktiez aj vysSia priemerna fetalna frakcia (9,89 %) ako
pri izolécii kitom, ato aj napriek mensej priemernej koncentracii, ktora bola iba
0,06 ng.ul. Vsetky priemerné hodnoty ale boli sprevadzané pomerne vysokou
smerodajnou odchylkou v porovnani s hodnotami ziskanymi z izoléacie s kitom. cfDNA
izolovana s pouzitim kitu obsahovala v priemere 7,48 % fetalnej zlozky pri priemerne;j
koncentracii 0,09 ng/ul. Priemerné poéty kopii chromozémov X a'Y boli porovnatel'né

s vysledkami vzoriek izolovanych automatom.

Najvyssi podiel fetdlnej frakcie po obohateni bol dosiahnuty metodou

amplifikacie vybranej dizky fragmentov, shodnotou 12,05 %, av$ak s najvyssou

Cvwr

chromozémov X aj Y, €o robi tato metddu nedostacujicou pre diagnostické ucely.

Priemerna fetalna frakcia ziskand obohacovacou metédou s vyuzitim gélovej
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elektroforézy bola 8,54 % s dvojnasobne nizSou smerodajnou odchylkou ako
pri amplifikacii vybranej dizky fragmentov. Priemerny pocet kopii chromozémov X bol
dvojnasobne vyssi ako v predoslej metdde a pocet kopii chromozémov Y bol az
Styrikrat vys$si. Poslednou testovanou metédou bolo obohatenie pomocou magnetickych
gul’'6¢ok. Priemernéd dosiahnutd fetalna frakcia bola 9,89 % so smerodajnou odchylkou
7,06. Pocet kopii chromozomu X bol v priemere 644,5 achromozému Y 24,73.
Smerodajné odchylky boli vtomto pripade porovnatené s metdédou vyuzivajicou
elektroforézu, s vynimkou odchylky pri pocte kopii chromozému Y, ktorej hodnota bola
dvojnasobne niz§ia. Priemerné hodnoty fetalnych frakcii a poctov képii chromozémov
X aY prepocitanych na 1ml plazmy vo vSetkych testovanych vzorkach pri pouziti

vybranych met6d su zobrazené v grafoch 2-4.
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Graf 2: Hodnoty fetalnych frakcii v testovanych vzorkach ziskane jednotlivymi

metddami.
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Graf 3: Pocty kopii chromozomu X vo vzorkach po izolacii a obohateni testovanymi

metodami prepocitané na 1 ml plazmy.
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Graf 4: Pocéty kopii chromozomu Y vo vzorkach po izolacii a obohateni testovanymi

vzorkami prepocitané na 1 ml plazmy.
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Z nameranych vysledkov bola vykonand Statisticka analyza pre zistenie
korelacie medzi jednotlivymi metédami. V tabulkach 7-9 sU zobrazené hodnoty
neparametrickych korelacii jednotlivych metod pri troch roznych meraniach: fetalnej

frakcie a poctu kopii chromozémov X aY prepocitanych na 1 ml krvnej plazmy.
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Modrou farbou su oznacené Statisticky vyznamné korelacie. Pri merani fetalnej frakcie
je viditelna pozitivna korelacia obohacovacej metody vyuzivajucej separdciu
na magnetickych gul'd6¢kach so vSetkymi metdédami okrem izoldcie automatom. Naopak
metdda vyuZivajiica amplifikaciu vybranych dizok segmentov nekoreluje so Ziadnou
metédou okrem magnetickych gul'6¢ok.  Pri merani poc¢tu kopii chromozémov X
pozitivne koreluju uplne vsetky metddy s vynimkou obohacovacej metddy zalozenej
na elektroforéze sizolaciou pomocou kitu. Pri merani poctu kopii chromozému Y
takyto trend nebol zaznamenany. Jedina Statisticky vyznamna koreldcia je medzi
metdédou s magnetickymi  gul6¢kami a metédami  vyuzivajucimi  elektroforézu
a amplifikaciu.

Tabul’ka 7: Korelacie jednotlivych metdd pri merani fetalnej frakcie.

Izolacia lzoléacia

FF Kit automat ELFO Amplifikacia Magnet. gul’6¢ky
Izolacia kit 1.00 0.27 0.14
Izol&cia automat 1.00 -0.01
ELFO 1.00 -0.10
Amplifikacia 1.00
Magnet. gul’6¢ky 1.00

Tabul’ka 8: Korelacie jednotlivych metéd pri merani poctu kopii chromozémov X

prepocitanych na 1 ml plazmy.

P.k.X 'Zoll‘?tc'a ;ﬁ‘zgﬁz ELFO  Amplifikécia Magnet. guldtky
Izol&cia kit 1.00
Izol4cia automat
ELFO
Amplifikécia
Magnet. gul’6¢ky 1.00

Tabulka 9: Korelacie jednotlivych metdd pri merani poctu kopii chromozémov Y

prepocitanych na 1 ml plazmy.

P.k.Y 'Zoll?tc'a ;ﬁ‘:(')?ﬁz ELFO  Amplifikécia Magnet. guldeky
Izol&cia kit 1.00 0.20 0.08 0.11 0.21
Izol4cia automat 1.00 0.12 -0.28 0.04
ELFO 1.00 0.15
Amplifikacia 1.00
Magnet. gul’6cky 1.00
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V nasledujicich grafoch (¢. 5-7) s0 znazornené testovanymi metodami
namerané hodnoty fetalnych frakcii a po¢tov kopii chromozomov X a Y v jednotlivych
vzorkach s farebnym oznacenim krivky podla gesta¢ného veku, v ktorom boli vzorky
odobraté. KedZe bol testovany iba maly pocet vzoriek, nenachadzame vV naSich
vysledkoch Statisticky vyznamnu koreldciu medzi vySkou fetalnej frakcie a gestanym
vekom. V grafoch ¢. 6 a7 vSak mézeme pozorovat' vizualne zobrazenie Statisticky
pozitivnej korelacie metddy s magnetickymi gul'6¢kami s metédou amplifikacie
a elektroforézy, kde nedochadza takmer k Zziadnemu kriZeniu priamok. Dalej moZeme
vidiet v grafe ¢. 5 vysoky rozptyl hodnot fetdlnych frakcii ziskany metddou
amplifikacie, ¢o sa zhoduje aj s najvy$Sou vypocitanou smerodajnou odchylkou.
V grafoch 6 a 7 je vyrazne zniZena poloha kriviek pri metéde amplifikacie na rozdiel
od d’al§ich dvoch testovanych obohacovacich metdd, ¢o zna¢i malé mnozstvo kopii
chromozémov po obohateni touto metédou. Statistické vystupy sa zhoduju s nagimi

zavermi zaloZenymi na vypoc¢te priemernych hodndt a smerodajnych odchylok.

Graf 5. Namerané fetdlne frakcie pomocou jednotlivych metéd v zavislosti

na gestacnom veku.
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Graf 6: Namerané pocty kopii chromozomov X, prepocitané na 1 ml krvnej plazmy,

pomocou jednotlivych metdd v zavislosti na gestatnom veku.
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Graf 7: Namerané po¢ty kopii chromozomov Y, prepocitané na 1 ml krvnej plazmy,

pomocou jednotlivych metdd v zavislosti na gestatnom veku.
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Z nami ziskanych vysledkov vyplyva, ze najucinnejSim testovanym postupom
na obohatenie fetalnej frakcie bola metéda vyuzivajica separdciu na magnetickych
guldckach. Pouzitie tejto metddy po izolacii cfDNA z krvnej plazmy matky zvysilo
podiel fetalnej frakcie v priemere 0 2,41 % a aj pocet kopii chromozomov X a 'Y bol

dostacujuci pre potencialne pouzitie v neinvazivhom prenatalnom testovani.
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6 DISKUSIA

V predkladanej praci sme sa zamerali na zvySenie vytazku fetalnej frakcie
vo vzorkéach krvnych plaziem tehotnych zZien. Percentd fetdlnej frakcie spolu s poctom
kopii chromozoémov fetdlneho povodu su rozhodujucim faktorom pre pouzitie cffDNA
V neinvazivnej prenatdlnej diagnostike. cffDNA je zmieSana s vol'nou bunkovou DNA
maternalneho pévodu, ktoré je v omnoho vy$$om zastupeni a tvori interferujlce pozadie
pri analyzach. Tato skuto¢nost obmedzuje pouzitie vol'nej fetdlnej DNA v klinickom
testovani ¢i diagnostike. Preto, pre rozsirenie klinickej aplikacie cffDNA v spol'ahlivom
rutinnom testovani je potrebné eliminovat’ interferenciu pozadia cfDNA maternalneho

povodu a zvysit’ vytazok cffDNA.

Canic akol., 2013 vo svojej Studii potvrdili, Ze najcastejSou pric¢inou falo$ne
negativnych vysledkov v neinvazivnom prenatalnom testovani je nizka fetalna frakcia.
NajaktualnejSie NIPT protokoly nastavili pre spolahlivé vysledky testov prahovi
hodnotu fetalnej frakcie na 4 %. Napriek tomu, aj ked’ je fetdlna frakcia o nieco vyssia
ako 4 %, stale existuje riziko ziskania falo$ne negativnych vysledkov. Z toho dévodu
sa odporuca vykonat’ obohatenie cffDNA a vylucit’ tak nizky pomer fetdlnej frakcie ako
potencidlnu pri¢inu faloSne negativnych vysledkov, aby nebolo potrebné overovat

diagndzu prostrednictvom invazivnych metdd, ktoré so sebou nesu isté riziko.

Doteraz bolo v ramci neinvazivneho prenatalneho testovania opisanych niekol’ko
pokusov o obohatenie fetalnej cfDNA. Yang a kol., 2017 zaviedli obohacovaciu metddu
na baze PCR pre selektivnu amplifikaciu cffDNA. DalSia praca od Vonga a kol., 2017
uvadza pripravu jednovlaknovej DNA kniZnice na obohatenie kratkej cfDNA
v maternalnej plazme. Yu akol., 2014 skimali pristup zalozeny na pouziti velkosti
fragmentu DNA ako diagnostického parametra, na rozdiel od generécie testov
vyuzivajucich masivne paralelné sekvenovanie, zalozené na pocitani sekvencii
plazmatickej DNA pochadzajlcej z réznych genémovych oblasti. Rovnako ako
vo vSetkych spomenutych pracach, aj v nasej bola klI'icovym faktorom pri obohacovani
vzoriek pre zefektivnenie neinvazivneho prenatalneho testovania.rozdielna velkost

vol'nej fetalnej DNA v maternalnej plazme

Prvou nami testovanou metodou bolo obohatenie na zéklade separacie
fragmentov cfDNA v gélovej elektroforéze. Zgélu boli nasledne vyrezané

a extrahované fragmenty zodpovedajiice priemernej dizke fragmentov volnej fetalnej
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DNA. Postup bol prevzaty a upraveny podla prace Jorgeza a Bischoff, 2009, ktori sa
vo vyskume zamerali na overenie vel'kosti fragmentov cirkulujucej fetalnej DNA, a tym
aj na potvrdenie hypotézy o apoptickom pévode s vyuzitim gélovej elektroforézy
a celogenomovej amplifikacie. Vysledky ich prace potvrdili zlepSenie detekcie
fetalnych alel v maternalnych vzorkéach po gélovej extrakcii, kde viac ako 50 % cffDNA
bolo lokalizovanych v rozmedzi velkosti fragmentov 100-300 bp. V nasom

experimente sme zvolili rovnaky rozsah vyrezavanej Casti gélu, ako uvadzaju tito autori.

Metodu obohatenia fetalnej frakciepomocou gélovej elektroforézy, ktord sme
vyuzili v naSej praci, pouzili viaceri autori, ako napr. Li a kol., 2005 alebo Liang a kol.,
2018, ktori zvolili rovnaky interval dizky fragmentov s pozitivnym vysledkom. Liang
akol. testovali aj mensie intervaly dizok v rdmci rozhrania 100-300 bp, kde bol ako
interval s najvy$§im zastpenim cffDNA vyhodnoteny usek dizok fragmentov
125-135 bp. Vyuzitie fragmentov tejto vel'kosti viedlo k v priemere dvojnasobnému
zvySeniu fetalnej frakcie. Podla vysledkov naSej prace pouzitie gélovej elektroforézy
viedlo Kk zvyseniu fetalnej frakcie v priemere 01 % oproti vzorkdm bez obohatenia.
Vzorky cfDNA nanaSané do agar6zového gélu neboli nijak ofarbené pre uchovanie ich
kvality. Preto boli kusky gélu obsahujice vybrané rozpéatie fragmentov vyrezavané
"naslepo” podl'a pozicie vizualizovaného markera molekulovej velkosti. Tento postup
mohol viest’ k strate ur¢it¢tho mnozstva fragmentov pri nepresnom odhade miesta

vyrezu.

Druhym nami zvolenym obohacovacim postupom bola metoda zalozena
na separacii pomocou magnetickych gul6¢ok. Pracovny postup bol upraveny podla
autorov Hu a kol., 2019, ktori vo svojej praci testovali okrem iného aj spravny pomer
magnetickych gul'6¢ok a cfDNA prindSajici najlepSie vysledky vytazku fetdlnej
frakcie. V studii pouzili rovnako ako my vzorky pacientok s plodom muzského
pohlavia. S vyuzitim pomeru s najefektivnej$imi vysledkami dosiahli zvysenie fetalnej
frakcie az na 22,646 %. Pri analyze vysledkov sekvenovanim zaznamenali aj zvySenie
pomeru Y-Specifickych amplikonov 1,5-4X. V naSom experimente sme touto metodou
obohatenia dosiahli najlepSie vysledky. Priemerné zastupenie fetdlnej frakcie
dosahovala 9,89 % a priemerny pocet kopii chromozému Y bol taktiez dostatocne
vysoky, v priemere 24,73 kopii na 1 ml krvnej plazmy. Nase vysledky nedosahuju az
také vyrazné hodnoty fetalnych frakcii ako v komentovanej publikacii. Jednym

z dévodov moze byt ovel'a vacsie mnozstvo testovanych vzoriek (902).
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Cielom prace kolektivu Yang akol., 2017 bolo ustanovit’ metdodu selektivnej
amplifikacie cffDNA v maternalnej plazme a zachovat integritu DNA fragmentov
podas amplifikdcie atym zabezpe¢it dostatoéné mnozstvo cffDNA spinajuce
poziadavky rutinného neinvazivneho prenatilneho testovania. Molekuly DNA boli
amplifikované v jedno-reakénom systéme bez zohladnenia ich konkrétnych sekvencii
a dizok pouzitim obohatenia zalozeného na PCR s modifikovanou teplotou denaturacie.
Zvolenim spravneho rozsahu tepldt jednotlivych krokov PCR dosiahli prednostni
amplifikaciu kratkych fragmentov DNA. Vysledky ich prace naznacuju, ze fetdlna
frakcia by sa mala zvySovat’, ak by nedochadzalo k amplifikécii fragmentov dlhsich ako
300 bp. Zvoleny postup zvysil vytazok cffDNA a taktiez zredukoval pozadie tvorené
cfDNA materského pdvodu. Metdéda mé potencial v NIPT vyuZzivajicom prednostne

gPCR a predpoklada zvysenie citlivosti detekcie anueploidii.

V nasej praci sme pouzili postup tychto autorov na obohatenie jednej skupiny
vzoriek. Ked'Ze v spominanej publikacii pouzili pre analyzu gélova elektroforézu
a nevyhodnocovali fetdlnu frakciu, nemdézeme vysledky porovnat. Oproti ostatnym
dvom testovanym metédam sme vsak tento postup vyhodnotili ako najmenej Gspesny.
Priemerna hodnota fetdlnej frakcie sice vysla najvysSia, ale svelmi vysokou
smerodajnou odchylkou. Individudlne vysledné hodnoty boli znacne rozptylené
anavySe doslo aj k vyraznému poklesu priemerného poctu képii chromozému Y
a v niektorych vzorkach dokonca k nulovej hodnote. Pri¢inou méze byt' pouZitie inej
polymerazy ako pouzili Yang a kol.. Namiesto Platinum HiProof Taq polymerazy, ktora
nepotrebuje vysoku teplotu na aktivaciu sme pouzili Platinum® Taq DNA polymerazu,
ktora vyzadovala aktivaciu pri 94 °C. Preto sme museli zmenit’ aj pociato¢né teplotné
programy Vv univerzalnej amplifikacii a zaradit’ aj renatura¢ny cyklus. Metdda zahimala
aj niekolko purifikaénych krokov, pri ktorych nemozZné predist’ istej strate cfDNA.
Sami autori to spominaji ako jednu znevyhod, spolu so zdlhavym procesom

pozostavajucim z viacerych krokov.

Na analyzu vysledkov sme pouzili digitalnu kvapockova PCR, ktord prekondva
jeden z dvoch hlavnych nedostatkov digitalnej PCR a dokaze uskuto¢nit’ niekol'ko
tisicok PCR v rovnakom c¢ase. El Khattabi akol.,, 2016 testovali vyuzitie ddPCR
pri neinvazivnej prenatalej diagnostike trizomii chromozému 21. Vzhl'adom na to, Ze
cffDNA predstavuje maly podiel z celkovej cfDNA v materskej plazme, je potrebné

spocitat’ tisice molekul, teda pozitivnych PCR reakcii, aby sa spolahlivo detegovali
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molekuly pochadzajlice z trizomického chromozému. Cim mensia je fetalna frakcia,
tym vysSie mnozstvo pozitivnych PCR reakcii sa vyzaduje (Lo akol., 2007). El
Khattabi akol. zdoraznuji dolezitost korelacie mnozstva pozitivnych reakcii
s mnozstvom prob, ¢o naznacuje absenciu interferencie. Vyber prob a primerov je
kI'aéovy, musia totiz zachytit' kratke sekvencie, ked’ze priemerna dizka fragmentov
volnej fetdlnej DNA je do 300 bp. Podl'a vysledkov prace spominanych autorov je
ddPCR slubnou metéodou pre neinvazivnu prenatdlnu diagnostiku trizomii, avSak

vyzaduje este isté modifikécie postupov.

Manokhina a kol., 2014 vo svojej praci vyuzili ddPCR a qPCR pri zistovani
mnozstva cffDNA v materskej plazme, s cielom porovnat’ tieto dva pristupy. Data
ziskané obidvomi metodami vykazovali pozitivnu korelaciu. Na zaklade faktu, Ze
ddPCR umoziuje kvantifikdciu absolutnych koncentracii DNA prostrednictvom
digitdlnych merani namiesto kalibracie analdogového signalu so Standardnou krivkou,
vedci oc€akavali lepSie vysledky S pouzitim tejto metddy. Hoci autori oznacili ddPCR
ako citlivej$iu metddu, doslo pri jej pouziti k mylnému vyhodnoteniu viacerych vzoriek
ako falo$ne-negativnych na rozdiel od analyzy qPCR. Podla vysledkov experimentu
zhodnotili, ze ddPCR je vhodna na analyzu cffDNA v plazme, avSak na to, aby

prekonala qPCR su potrebné viaceré optimalizacie.

Urcenie pohlavia plodu je zdsadné pre neinvazivnu prenatdlnu diagnostiku
pohlavne viazanych chorob. Umoziiuje predpovedat’ fenotyp nenarodené¢ho diet'at’a
bez pouzitia invazivnych diagnostickych procedir. NajbeznejSie pouzivanou
technologiou na detekciu DNA $pecifickej pre plod muzského pohlavia v maternalnej
plazme je qPCR. S vyuZitim tejto metody pri analyze cffDNA z materskej plazmy
V nizS8om ako siedmom gestatnom tyzdni vSak neboli dosiahnuté spolahlivé vysledky
(Devaney akol., 2011). D"Aversa a kol., 2018 po prvykrat dokazali, ze ddPCR moéze
byt pouzita v neinvazivnej prenatalne diagnostike Y chromozomu aj pred siedmym
tyzdiom  tehotenstva. Vo vSetkych vzorkach materndlnej plazmy bola spravne
so 100% presnostou uréena pritomnost’” SRY génu, a to aj v najskorSom gestacnom
tyzdni (4 + 5). Metédu ddPCR ohodnotili ako spolahlivli a efektivnu pri urovani

pohlavia plodu z krvnej plazmy matky v najskorSom moznom gestacnom veku.

V nasej praci sme ddPCR pouzili pre analyzu vzoriek cfDNA z krvnej plazmy

tehotnych Zien splodom muZzského pohlavia. V takmer vSetkych vzorkach bola
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detegovana pritomnost’ chromozému Y, hoci vo vzorkach s nizkou fetalnou frakciou sa
nachadzal iba v minimalnom mnozstve. Na zaklade nami ziskanych vysledkov mozeme
potvrdit’, ze ide o citlivd metddu. Jednoduchy a relativne rychly pracovny postup je
plusom pri vyuziti tejto metoédy v diagnostike na réznych pracoviskach. Analyza
vysledkov je naviac moznd eSte v deil experimentu, ¢o poskytuje moznost rychlo

informovat’ lekarov a rodicov, a skratit’ tak dobu neistoty a stresu.
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7 ZAVER

Predkladana diplomova préaca bola zamerana na optimalizéciu postupu extrakcie
volnej fetalnej DNA vhodného pre klinické vyuzitie v rdmci prenatalnej diagnostiky.
Na experiment bolo pouzitych 50 vzoriek krvnej plazmy tehotnych Zien, z ktorych bola
izolovana vol'na bunkova DNA. Na porovnanie boli vybrané vzorky od Zien s plodom
muzského pohlavia, pre jednoznatné rozliSenie chromozoémov fetdlaneho
a maternalneho pévodu. Izolécia bola vykonana s pouzitim komeréného kitu a pomocou
izolatného automatu. Vzorky izolovanej cfDNA boli s cielom obohatenia fetalnej
frakcie nasledne upravené troma metédami. Pomer fetalnej frakcie je dolezity

ukazovatel pri aplikacii cffDNA v neinvazivnej prenatalnej diagnostike.

Uspesnost jednotlivych metdd bola vyhodnotena pomocou ddPCR. Na zéklade
vyhodnotenia vysledkov fetalnych frakcii a poctov kopii chromozémov Y, ktoré st
rovnako dolezité pre spolahlivi diagnostiku vyuzivajicu cffDNA, sa ako
najprinosnejS$ia ukazala metdoda obohatenia vyuZzivajica separdciu na magnetickych
gul’ockach. Testovany postup zvysil vytazok fetdlnej frakcie oproti vzorkam, ktoré
neboli nijak upravované. Pocet kopii chromozomov Y bol taktiez dostatoény
pre potencidlnu diagnostiku. DalSou testovanou metédou bola metdda zalozena
na separacii pomocou gélovej elektroforézy. Tento sposob obohatenia zvysil vytazok
fetélnej frakcie v priemere 0 1 % oproti neobohatenym vzorkam, doslo vSak k zniZeniu
poctu kopii chromozomov Y. Treti spdsob obohatenia pomocou amplifikacie vybranej
dizky segmentov nepriniesol Zelané vysledky. Vysledné hodnoty boli zna¢ne rozptylené

a zaznamenali sme aj vyrazné zniZenie poctu kopii chromozému Y.

Vysledky ziskané vramci rieSenia diplomovej prace ukazali, ze metoda
obohatenia fetdlnej frakcie pomocou separdcie na magnetickych gulickach je
aplikovatelna pre doplnenie postupu extrakcie cffDNA v klinickej praxi. Ide
0 jednoduchy, rychly a finan¢ne nenaro¢ny sposob obohatenia fetalnej frakcie, vd’aka
¢omu je vhodny pre neinvazivnu prenatalnu diagnostiku inkompatibility krvnych

skupin a najcastejsich aneuploidii pomocou cffDNA.
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9 PRILOHY
Priloha 1: Vysledky ddPCR vzoriek bez obohatenia, s vysledkami vypoctov fetalnej
frakcie, poc¢tu kopii chromozémov X aY prepocitané na 1 ml plazmy a koncentracie

prepocitanej na 1 ml plazmy.

Priloha 2: Vysledky ddPCR vzoriek po obohateni testovanymi metédami, s vysledkami
vypoctov fetdlnej frakcie a pocCtu kopii chromozémov X aY prepocCitané na 1 ml

plazmy.
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Priloha 1: Vysledky ddPCR vzoriek bez obohatenia, s vysledkami vypoctov fetalnej frakcie, poctu kopii chromozémov X a Y prepocitané na 1

ml plazmy a koncentracie prepocitanej na 1 ml plazmy.

Kit Automat
Vzorka | G.vek
X Y N FF[%] | P.kX | P.kY | clngu] | X | Y N FF[%] | P.k.X | P.kY | c[ng.ul
4221 13+3 | 1092 | 25 | 11780 4,48 1638 37,5 0,0754 152 | 6 | 12809 7,59 1 266,67 50 0,045
4136 12+5 - - - - - - - - - - - - - -
4083 13+6 - - - - - - - - - - - - - -
4113 13+2 - - - - - - - - - - - - - -
4147 13+2 - - - - - - - - - - - - - -
4007 17+0 227 | 11 | 12606 9,24 340,5 16,5 0,0278 12 | 4 | 11998 50 94,74 31,58 0,0052
3994 13+0 | 1396 | 35 | 15121 | 4,89 2 094 52,5 0,1194 134 | 6 | 10654 | 857 1005 45 0,0437
3976 13+6 - - - - - - - - - - - - - -
3962 13+6 150 | 8 | 4637 10,13 225 12 0,0608 46 | 2 | 12481 8,33 383,33 16,67 0,022
3945 12+6 861 | 41 | 10871 | 9,09 1 291,50 61,5 0,0346 77 | 6 | 11187 | 14,46 641,67 50 0,0329
3939 21+44 | 1004 | 69 | 12666 | 12,86 1506 103,5 0,039 74 | 3 | 12099 7,79 616,67 25 0,021
3922 21+0 499 | 9 | 8035 3,54 748,5 13,5 0,0684 90 | 3 | 11443 6,45 675 22,5 0,0285




Kit Automat
Vzorka | G.vek
X Y N FF [%] P. k. X P.k.Y | c[ng.ul? X Y N FF [%] P. k. X P.k.Y | c[ng.ul?
3879 13+4 236 | 3 | 5489 2,51 354 4,5 0,0862 46 | 1 | 6728 4,26 345 75 0,0319
3854 13+3 469 | 28 | 14008 | 11,27 703,5 42 0,0466 50 | 1 | 13512 3,92 416,67 8,33 0,021
3839 12+5 - - - - - - - - - - - - - -
3828 13+1 - - - - - - - - - - - - - -
3775 13+3 676 | 24 | 14585 6,86 1014 36 0,056 73 | 7 | 13925 17,5 547,5 52,5 0,0195
3763 13+1 851 | 28 | 13136 | 6,37 1 276,50 42 0,0408 106 | 2 | 12489 3,7 795 15 0,0246
3757 13+1 878 | 38 | 15902 8,3 1317 57 0,046 71 | 4 | 13576 | 10,67 532,5 30 0,0213
3755 13+1 185 | 10 | 9617 | 10,26 2775 15 0,0354 33 | 3 | 13845 | 16,67 247,5 22,5 0,0149
3747 12+5 - - - - - - - - - - - - - -
3735 21+1 919 | 1 | 4922 0,22 1378,50 1,5 0,362 658 | 11 | 15219 | 3,29 548333 | 91,67 0,259
3723 13+5 255 | 11 | 3959 8,27 382,5 16,5 0,0438 80 | 2 | 14656 4,88 1200 30 0,524
3593 20+5 38 2 | 1115 10 57 3 0,0254 56 | 3 | 13998 | 10,17 420 22,5 0,0165
3582 12+4 - - - - - - - 98 | 6 | 12781 | 1154 735 45 0,0163
3524 13+2 - - - - - - - - - - - - - -




Kit Automat
Vzorka | G.vek
X Y N FF [%] P. k. X P.k.Y | c[ng.ul? X N FF [%] P. k. X P.k.Y | c[ng.ul?

3482 13+1 - - - - - - - 112 14115 | 1,77 2 100 18,75 0,0875
3453 1246 - - - - - - - - - - - - -

3425 13+0 - - - - - - - 146 13 333 9,15 1825 87,5 0,093
3361 12+5 864 | 22 | 6498 4,97 1296 33 0,898 251 14 874 4,67 1 882,50 45 0,0612
3335 20+4 - - - - - - - - - - - - -

3311 13+3 - - - - - - - 59 11 353 12,7 4424 30 0,0203
3268 16+1 782 | 16 | 7528 4,01 1173 24 0,105 155 11510 1,28 1 162,50 75 0,0527
3269 13+2 509 | 29 | 8451 10,78 763,5 43,5 0,056 73 9902 2,7 608,33 8,33 0,0249
3259 20+2 539 | 10 | 10361 3,64 808,5 15 0,0484 84 13 492 4,65 900 21,43 0,0509
3267 13+4 229 | 9 | 13442 | 756 343,5 135 0,0165 51 17299 | 14,55 425 33,33 0,0132
3238 21+4 319 | 24 | 10380 | 13,99 478,5 36 0,0218 91 14327 | 14,29 682,5 52,5 0,019
3233 13+4 - - - - - - - - - - - - -

3230 16+1 357 | 14 | 11188 7,27 535,5 21 0,0258 119 14945 | 14,06 | 148750 | 1125 0,0425
3218 13+1 221 | 16 | 15698 | 135 331,5 24 0,0136 55 13903 | 7,02 412,5 15 0,014




Kit Automat
Vzorka | G.vek
X Y N FF [%] P. k. X P.k.Y | c[ng.ul?] X Y N FF [%] P. k. X P.k.Y | c[ng.ul?
3180 21+4 649 | 19 | 16274 | 5,69 9735 28,5 0,0224 122 | 6 | 16268 | 9,38 915 45 0,0303
3111 13+0 408 | 17 | 15451 8 612 21 0,0268 66 | 6 | 14967 | 16,67 495 45 0,0179
3089 1245 | 1033 | 47 | 11860 8,7 1549,50 70,5 0,0376 140 | 7 | 14788 9,52 2333,33 | 116,67 0,1069
3084 13+4 - - - - - - - - - - - - - -
3055 14+0 | 1346 | 20 | 14411 2,93 2019 30 0,0442 329 | 7 | 17339 4,17 274167 | 5833 0,0941
3048 16+6 - - - - - - - - - - - - - -
4239 13+2 - - - - - - - - - - - - - -
4275 13+0 - - - - - - - - - - - - - -
4301 13+1 - - - - - - - - - - - - - -
4302 1245 - - - - - - - - - - - - - -

Legenda: X — pocet kopii chromozomu X v reakcii; Y- pocet kopii chromozomu Y v reakcii; N — pocet negativnych reakcii, FF — fetalna frakcia;
P. k. X — pocet kopii chromozému X prepoéitany na 1 ml plazmy; P. k. Y - kopii chromozému Y prepocitany na 1 ml plazmy; ¢ — koncentracia

cfDNA prepocitana na 1 ml plazmy



Priloha 2: Vysledky ddPCR vzoriek po obohateni testovanymi metédami, s vysledkami vypoctov fetalnej frakcie a poctu kopii chromozéomov X
a'Y prepocitané na 1 ml plazmy.

ELFO Amplifikacia Magnet. gul’o¢ky
Vzorka | G.vek FE FE FF

X |Y N %] PkX | PLkY | X N %] P.k.X | P.kY X Y N %] P.k.X | P.kY
4221 13+3 202 | 21 | 11636 | 18,83 | 7575 78,75 - - - - - 222 8 12461 | 6,96 832,5 30
4136 12+5 | 131 | 10 | 14445 | 14,18 | 491,25 375 - - - - - 163 5 13842 | 595 | 611,25 | 18,75
4083 13+6 351 | 8 | 14527 | 4,46 | 1316,25 30 - - - - - 250 6 16270 | 4,69 937,5 22,5
4113 13+2 74 | 3 | 14641 | 7,79 25,9 11,25 - - - - - 61 5 13756 | 1515 | 228,75 | 18,75
4147 13+2 19 | 1 | 11052 10 71,25 3,75 - - - - - 22 1 14 897 8,7 82,5 3,75
4007 17+0 84 | 9 | 14494 | 19,35 315 33,75 - - - - - 61 6 16245 | 17,91 | 22875 | 22,5
3994 13+0 7 0 440 0 26,25 0 - - - - - 500 20 | 14867 | 7,69 1875 75
3976 13+6 86 | 2 | 14102 | 455 3225 7,5 - - - - - 83 7 15289 | 15556 | 311,25 | 26,25
3962 13+6 37 | 0 | 19675 0 138,75 0 26 13782 47,06 | 68,85 21,18 84 6 14737 | 13,33 315 22,5
3945 12+6 | 245 | 8 | 18810 | 6,32 | 918,75 30 57 15015 13,11 | 150,94 10,59 154 14 | 14547 | 16,67 | 5775 52,5
3939 21+4 241 | 11 | 18419 8,73 | 903,75 41,25 45 12782 12,5 119,16 7,94 194 11 15877 | 10,73 727,5 41,25
3922 21+0 | 214 | 10 | 17214 | 8,93 802,5 375 52 13833 17,54 | 137,7 13,24 205 9 14572 | 841 | 768,75 | 33,75




ELFO Amplifikacia Magnet. gul’6¢ky
Vzorka | G.vek FE EE FF

X |Y N %] Pk.X | PkY | X N ] P.k.X | P.kY X Y N %] P.k.X | P.kY
3879 13+4 | 323 | 14 | 20254 | 831 |1211,25| 525 35 13004 | 2927 | 92,68 15,89 210 10 | 16962 | 9,09 787,5 375
3854 13+3 138 | 3 | 20750 | 4,26 517,5 11,25 12 12 586 28,57 | 31,78 53 88 2 15257 | 4,44 330 75
3839 12+5 | 367 | 45 | 21008 | 21,85 | 137625 | 168,75 | 56 12602 | 22,22 | 148,29 18,54 118 13 | 14443 | 19,85 | 4425 | 48,75
3828 13+1 365 | 4 | 17057 | 2,17 | 1368,75 15 41 14 279 9,3 108,57 53 280 3 17028 | 2,12 1050 11,25
3775 13+3 | 224 | 13 | 17057 | 10,97 840 48,75 36 13378 5,41 95,33 2,64 178 4 14 964 4,4 667,5 15
3763 13+1 | 213 | 11| 19675 | 9,82 | 798,75 | 41,25 55 13751 357 | 14564 2,65 146 6 15528 | 7,89 5475 22,5
3757 13+1 | 114 | 6 | 15774 10 4275 22,5 46 16 783 12,24 | 121,81 7,94 132 3 15701 | 4,44 495 11,25
3755 13+1 50 | 3 | 14621 | 11,32 | 1875 11,25 15 13921 0 14,56 0 35 4 13971 | 20,51 | 110,25 15
3747 1245 | 112 | 2 | 14604 | 351 420 75 48 14 042 18,87 | 127,1 13,24 84 6 16725 | 13,33 315 22,5
3735 21+1 | 217 | 7 | 12464 | 625 | 813,75 | 2625 | 108 15721 0 285,98 0 758 7 16725 | 1,83 | 284250 | 26,25
3723 13+5 | 225 | 7 | 14877 | 6,03 | 84375 | 26,25 38 13 474 0 100,62 0 208 9 13806 | 8,29 780 33,75
3593 20+5 101 | 7 | 11980 | 12,96 | 378,75 26,25 24 14 092 0 63,55 0 64 6 14955 | 17,14 240 22,5
3582 12+4 | 207 | 10 | 13796 | 9,22 | 776,25 375 18 9616 0 47,664 0 162 6 14898 | 7,14 607,5 22,5
3524 13+2 | 231 | 7 | 13890 | 588 | 1203,75 | 26,25 98 11811 2,02 259,5 2,65 168 2 13569 | 2,35 630 75




ELFO Amplifikacia Magnet. gul’6¢ky
Vzorka | G.vek FE EE FF

X |Y N %] Pk.X | PkY | X Y N ] P.k.X | P.kY X Y N %] P.k.X | P.kY
3482 13+1 | 340 | 6 | 18217 | 347 1275 225 173 | 4 12 257 4,52 4581 10,59 367 4 16702 | 2,16 | 137625 | 15
3453 12+6 191 | 3 | 20840 | 3,09 | 716,25 11,25 22 2 10 690 16,67 | 58,26 53 105 9 15930 | 15,79 | 393,75 | 33,75
3425 13+0 | 543 | 42 | 18724 | 1436 | 2036,25 | 1575 89 4 11772 8,6 235,67 10,59 341 17 | 14479 95 | 127875 | 6375
3361 12+5 333 | 2 | 20868 | 1,19 | 1248,75 75 81 2 11981 482 | 214,49 53 298 11 | 14416 | 7,12 | 111750 | 41,25
3335 20+4 | 480 | 16 | 19363 | 6,45 1800 60 191 | 15 13050 | 14,56 | 505,77 | 39,72 330 13 | 17342 | 758 | 123750 | 48,75
3311 13+3 | 194 | 16 | 20544 | 1524 | 7275 60 117 | 1 14 653 1,69 | 309,82 2,65 102 2 16149 | 3,85 382,5 75
3268 16+1 - - - - - - oi R 16 027 02 | 535161 53 319 8 15013 | 4,89 | 119625 | 30
3269 13+2 - - - - - - 65 2 15 546 597 | 172,12 53 195 11 | 17218 | 10,68 | 731,25 | 41,25
3259 20+2 - - - - - - 45 1 14 296 435 | 119,16 2,65 124 2 16225 | 3,17 465 75
3267 13+4 - - - - - - 16 2 14 687 22,22 | 42,37 53 71 1 17692 | 2,78 | 266,25 3,75
3238 21+4 - - - - - - 26 0 13179 0 77,32 0 81 2 14705 | 4,82 | 303,75 7,5
3233 13+4 114 | 10 | 19545 | 16,13 | 4275 37,5 - - - - - - 60 7 14119 | 209 225 26,25
3230 16+1 149 | 7 | 19770 | 897 | 558,75 26,25 13 3 17 004 37,5 34,42 7,94 110 4 15100 | 7,02 412,4 15
3218 13+1 60 | 5 | 21171 | 1538 225 18,75 11 3 14 386 42,86 | 29,13 7,94 14 3 6026 | 3529 52,5 11,25




ELFO Amplifikacia Magnet. gul’6¢ky
Vzorka | G.vek FE FE =

X N - PkX | PkY | X N T P.kX | P.kY X N - P.k.X |P.kY
3180 21+4 | 150 19431 | 519 562,5 15 44 13224 0 116,51 0 52 5938 3,77 195 3,75
3111 13+0 126 16473 | 6,15 472,5 15 - - - - - 25 6616 | 21,43 | 93,75 11,25
3089 12+5 | 130 13830 | 11,59 | 4875 30 - - - - - - - . . .
3084 13+4 40 13783 | 13,95 150 11,25 - - - - - - - - - -
3095 14+0 131 17109 | 152 | 491,25 3,75 - - - - - - - - - -
3048 16+6 32 18050 | 6,06 100,8 3,75 - - - - - - - - - -
4239 13+2 14 12 202 25 52,5 75 - - - - - - - - - -
4275 13+0 | 234 17 938 5 877,5 22,5 - - - - - - - - - -
4301 13+1 74 17 938 0 277,5 0 - - - - - - - - - -
4302 12+5 55 20 569 0 206,25 0 - - - - - - - - - -

Legenda: X — pocet kopii chromozomu X v reakcii; Y- pocet kopii chromozomu Y v reakcii; N — pocet negativnych reakcii, FF — fetalna frakcia;

P. k. X —pocet kopii chromozému X prepoéitany na 1 ml plazmy; P. k. Y - kopii chromozému Y prepocitany na 1 ml plazmy
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