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plodu a matky a pro jednotlivé SNP byl stanoven pocet Cteni patfici plodu. Nasledné byl
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U trizomii se ocekava vyskyt zvySené fetalni frakce na postizenédm chromozomu,
diky pfitomnosti tfi kopii tohoto chromozomu u plodu, namisto dvou. Tato skutecnost byla

u znac¢ného poctu SNPs na chromozomu 21 a 18 potvrzena.
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(anglicky: human reference genome 19)
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masivni paralelni sekvenovani

(anglicky: massive parallel sequencing)
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NB nosni kost

(anglicky: nasal bone)

NGS sekvenovani nové generace

(anglicky: next generation sequencing)

NIPS neinvazivni prenatalni screening

(anglicky: non-invasive prenatal screening)

NIPT neinvazivni prenatalni testovani

(anglicky: non-invasive prenatal testing)

NT Sijové projasnéni

(anglicky: nuchal translucency)

P pocet Cteni plodu v kategorii 1

PAPP-A téhotenstvi asociujici plazmaticky protein A

(anglicky: pregnancy associated plasma protein A)

RhD antigen D Rh systému

SNP jednonukleotidovy polymorfismus
(anglicky: single nucleotide polymorphism)

SNP ID identifikator jednonukleotidového polymorfismu
T thymin
TT trojity test

(anglicky: triple test)

T18 vzorek s trizomii 18

T21 vzorek s trizomii 21
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1 UVOD

Prenatalni diagnostika predstavuje soubor metod a postupt, které poskytuji informace
o zdravotnim stavu plodu. V poslednich letech se popularni metodou vyuzivanou v prenatalni
diagnostice stalo neinvazivni prenatalni vySetifeni volné DNA plodu v matetrském séru (NIPT).

Neinvazivni prenatalni vySetfeni volné DNA plodu v matefském séru je nova metoda
screeningového vySetieni, ktera umoziuje zjisténi specifickych vrozenych vyvojovych vad
plodu jiz od 10. tydne gravidity. Jedna se o sofistikovany krevni test, pii kterém se ze vzorku
krve t€¢hotné zeny izoluje volna DNA plodu.

Hlavnimi vyhodami neinvazivniho prenatalniho vysetieni volné DNA plodu je citlivost
a presnost této metody, a jelikoz se jednad o neinvazivni vykon, je eliminovano riziko fetalni
ztraty.

V ramci neinvazivniho prenatalniho vySetfeni je vyuzivano sekvenovani nové generace,
konkrétné ndhodné (celogenomové) sekvenovani a cilené sekvenovani. Pomoci téchto metod Ize

rozli§it nejCasté)si aneuploidie plodu.
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Literarni reSerSe v oblasti posouzeni fetalni frakce DNA u t€hotnych zen.

Literarni reSerSe v oblasti vypoctu a algoritmu pro rozliSeni nej¢astéjSich aneuploidii

pomoci cell-free fetal DNA.

Podrobna literarni reSerSe v oblasti rozliSeni nejcastéjSich aneuploidii s vyuzitim

jednonukleotidovych polymorfismt (SNPs).

Vlastni analyza cffDNA NGS dat ziskanych ze studie na Ustavu lékaiské genetiky
FN Olomouc.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Aneuploidie

Aneuploidie je termin, ktery vroce 1922 zavedl Tackholm. Jedna se o odchylku
od normalniho poctu chromozomu. Existuji rizné typy aneuploidii. Mezi nejbéznéjsi
aneuploidie patfi monozomie, pii které v chromozomové vybaveé jedince chybi jeden
chromozom a trizomie, pfi které naopak jeden chromozom piebyva. Oba zminéné typy
aneuploidii vznikaji nejCastéji chybnym rozdélenim chromozomt do dcefinych bunék,
tzv. nondisjunkci, v pribéhu meidzy. Nondisjunkce mize nastat béhem obou fazi meidzy.
Za normalnich okolnosti kazda gameta nese jeden zparu homolognich chromozomu.
Pokud dojde k nondisjunkci béhem meidzy 1, ziskava jedna dcefina buika oba homologni
chromozomy namisto jednoho, vznika tzv. dizomick4 gameta. Druhé dcefiné butika nedostava
zadny chromozom, vznika tzv. nulizomicka gameta. V ptipadé, ze k nondisjunkci dojde béhem
meidzy I, dochéazi k chybnému rozchodu chromatid. Jedna dcefiné burika dostava dva identické
chromozomy (dizomie) a druhd dcefinad buika je ochromozom pfipravena (nulizomie).
U clovéka priblizn€ 70 % nondisjunkci vznikd béhem prvniho meioitického deleni a 30 %
béhem druhého meiotického déleni. Po oplozeni zpusobi pfitomnost dizomické gamety
trizomickou zygotu. Pfitomnost nulizomické gamety je pficinou vzniku monozomické zygoty.
U zivé narozenych déti se mohou vyskytovat tii rizné trizomie autozomu, jedna se o trizomii

21, 18 a 13 a numerické aberace chromozomu X a Y (Passarge, 2019).
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3.1.1 Trizomie 21

Nejbéznéjsi aneuploidii je trizomie chromozomu 21, ktera zpusobuje Downtv syndrom.
Eponymum syndromu pochazi od 1ékare Johna Langdona Downa, ktery popsal klinické aspekty
syndromu v roce 1866 (Down, 1866). Karyotyp jedince s Downovym syndromem obsahuje
celkem 47 chromozomu. Jedinec s Downovym syndromem ma v somatickych burikach, misto
dvou, tfi chromozomy 21 (obrazek 1). Incidence Downova syndromu je uvadéna
od 1:650 do 1:800 zive narozenych jedinct (Prochazka ef al., 2018).

Fenotyp Downova syndromu zahrnuje projevy, které postihuji zejména
muskuloskeletalni, neurologicky a kardiovaskularni systém. Jedinci s Downovym syndromem
maji obvykle maly vzrist, svalovou hypotonii, atlantoaxialni nestabilitu, snizenou neuronalni
hustotu, cerebelarni hypoplazii, mentalni postizeni a vrozené srdecni vady, zejména defekty
atrioventrikularniho septa (Antonarakis etz al., 2020).

Hlavnim rizikovym faktorem pro trizomii 21 je pokrocily veék matky
(Nagaoka et al., 2012). Toto riziko je spojeno s nondisjunkci homolognich chromozomi nebo
chromatid béhem meidzy pii tvorbé oocytd. Tento typ trizomie 21 je nazyvan jako volna
trizomie 21 (Gruhn ef al., 2019). Trizomie 21 se mize vyskytovat také jako translokacni forma,
ktera vznika v dusledku translokace 21. chromozomu, nejcastéi vlivem centrické fuze,
tzv. Robertsonovy translokace, sjinym akrocentrickym chromozomem (Passarge, 2019).
Existuje také mozaikova forma trizomie 21, ktera vznika v disledku mitotické chyby v bunkach
ryhyjiciho se embrya. V 95 % piipadu je pri¢inou vzniku Downova syndromu volna trizomie 21
(Prochazka et al., 2018).

Trizomie 21 je slucitelna s prezitim az do dospélosti, ale ocekavana délka zivota jedinca
je pfiblizné polovi¢ni oproti normalni populaci. Muzi s Downovym syndromem jsou neplodni,

u zen je narozeni potomka vyjimecné (Passarge, 2019).



IR

i3 o ) e o e

86 0 @ TRIMT
BE 3R (ene\ a6 3 [}

Obriazek 1: Karyotyp pacienta s volnou trizomii chromozomu 21 (47, XY, +21)
(pievzato z: Prochazka et al., 2018)



3.1.2 Trizomie 18

Trizomie chromozomu 18, ktera zpusobuje Edwardsiv syndrom, je druhou
nejpocetnéj§i autozomalni aneuploidii po trizomii 21. Karyotyp jedince s Edwardsovym
syndromem obsahuje celkem 47 chromozomu. Jedinec s Edwardsovym syndromem ma
v somatickych buikéach, misto dvou, tfi chromozomy 18 (obrazek 2). Eponymum syndromu
pochazi od Johna. H. Edwardse, ktery spolecné s kolektivem v roce 1960 popsal trizomii
chromozomu 18 (Edwards et al., 1960). Ve stejném roce Smith a kolektiv potvrdili, Ze extra
kopie chromozomu 18 je zékladni pfi¢inu Edwardsova syndromu (Smith ez al., 1960).

V souCasné dobé je vétSina pfipadu trizomie chromozomu 18 diagnostikovana
prenatalné na zakladé screeningu nebo sonografickych abnormalit. Hlavni klinické pfiznaky
pro diagnozu Edwardsova syndromu v prenatalnim obdobi zahrnuji rastovy deficit, zvySenou
tloustku §ijového projasnéni, cystu choroidalniho plexu, charakteristické kraniofacialni rysy,
vyrazné drzeni ruky (piekryvani prstl) a vrozené srdecni vady (Cereda et Carey, 2012).
Prenatalni diagnostika trizomie 18 vede u 86 % pfipadu k rozhodnuti o ukonceni t€hotenstvi
(Irving et al., 2011).

Trizomie 18 se vyskytuje jako volna trizomie nebo jako mozaikova forma. Ve vét§iné
pfipadd je pfi¢inou Edwardsova syndromu volna trizomie 18. chromozomu. Incidence
Edwardsova syndromu je uvadéna od 1:6000 do 1:8000 Zivé narozenych jedinct. 95 % plodu
umird intrauterinng€, vice prezivaji holCicky, které jsou zaroven 4krat Castéji postizeny timto
onemocnénim. VétS§ina narozenych déti umira do 1. roku zivota na kardidlni, renalni
¢i neurologické komplikace nebo opakované infekce.  Ne&ktefi jedinci mohou pfezit
i do dospélosti, v téchto pripadech se jedna vétSinou o mozaikovou formu trizomie 18, kde je
zavaznost klinického obrazu zmirnéna pritomnosti bunéénych linii s fyziologickou konstituci

(Prochazka et al., 2018).
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Obrazek 2: Karyotyp pacienta s volnou trizomii 18 (47, XY, +18)

(ptevzato z: Prochazka et al., 2018)



3.1.3 Trizomie 13

Trizomie chromozomu 13, ktera zpisobuje Patauiv syndrom, je tfeti nejpocetnéjsi
autozomalni aneuploidii po trizomii 21 a trizomii 18. Karyotyp jedince s Patauovym
syndromem obsahuje celkem 47 chromozomt. Jedinec s Patauovym syndromem ma
v somatickych bunikach, misto dvou, tfi chromozomy 13. Trizomii chromozomu 13 poprvé
popsal genetik Klaus Patau a kolektiv v roce 1960 (Patau et al., 1960).

Patautv syndrom se vyskytuje jako volna trizomie 13, translokacni forma trizomie
a mozaikova forma trizomie. Pfiblizné 75 % ptipadt Patauova syndromu je disledkem volné
trizomie 13, ktera je zpusobena nondisjunkci v meidze a je spojovana s pokroCilym veékem
matky. Priblizn€ 20 % piipadu je zplisobeno nevyvazenou Robertsonovou translokaci a vzacné
se muze vyskytnout i mozaikova forma trizomie (Prochazka et al., 2018).

Béhem prenatadlniho obdobi dochéazi k vyvijeni plodu bez fhze prechordalniho
mezodermu, coz mé za nasledek defekty stfedni cary (Kruszka ez Muenke, 2018). Typickymi
fenotypovymi projevy, které l1ze odhalit béhem ultrasonografického vysetfeni, jsou anomalie
centralniho nervového systému, obli¢ejové anomalie (roz§tépy patra), kosterni abnormality,
renalni a srdecni defekty a omezeny rist plodu (Lehman ez al., 1995, Watson et al., 2007).

Ptiblizn€ 95 % plodi umira intrauterinné. Incidence Patauova syndromu je uvadéna
od 1:8000 do 1:15000 zivé narozenych jedincu. Pfiblizné€ polovina narozenych déti umira
do 1. mésice zivota a poté 90 % do 1. roku na kardialni, renalni a neurologické komplikace

(Prochazka et al., 2018).

3.1.4 Numerické aberace chromozomu X ayY

Dalsi télesné odchylky spojené se zménou poctu chromozomu zahrnuji nadbyte¢nou
sadu chromozoml, nebo prebyvajici ¢i chybéjici chromozom X, resp. Y. Odchylky
od normalniho poctu chromozomi X nebo Y se vyskytuji sfrekvenci pfiblizn¢ 1:400
a predstavuji pfiblizné polovinu vSech chromozomovych aberaci. Nejznaméj§i numericka
aberace gonozomu je monozomie X, ktera zpusobuje Turnertv syndrom (45, X). Mezi dalsi
numerické aberace gonozomu patii nadbyte¢né chromozomy X nebo Y, které zptsobuji
Klinefelteriv syndrom (47, XXY), syndrom supermuze (47, XYY) a syndrom superzeny
(47, XXX) (Passarge, 2019).



3.2 Prenatailni diagnostika

Prenatalni diagnostika predstavuje soubor metod a postupt, které poskytuji informace
o zdravotnim stavu plodu. Jedna se o multidisciplinarni obor, ve kterém se prolina zejména
klinické genetika, embryologie, gynekologie a porodnictvi, klinickd biochemie a zobrazovaci
metody. Hlavnim cilem prenatalni diagnostiky je identifikace chromozomalnich abnormalit
a patologickych stavii u plodu (Prochazka et al., 2018). Chromozomalni abnormality jsou
pfitomny pfiblizné u 1 ze 150 narozenych déti (Nussbaum ez al., 2007). Mezi nejcastejsi
chromozomalni abnormality jsou zahrnuty aneuploidie, nejCastéji se jedna o trizomie
chromozomu 21, 18 a 13 a aneuploidie pohlavnich chromozomi, dale pak translokace,
duplikace a delece (Carlson ef Vora, 2017).

Na zakladé zjisténé diagnozy je nasledné mozné prijmout specificka opatteni pro dalsi
prubéh téhotenstvi a porodu, zahajit prenatalni terapii plodu, nebo v piipadé nepfiznivé
diagnézy téhotenstvi umeéle ukoncit. Mezi nejCasté)si indikace k prenatalni diagnostice patii
vy$§i veék matky, chromosomalni aberace v anamnéze, predchozi dit€ s vrozenou
chromozomalni aberaci a abnormality detekované v soucasné gravidité. Metody prenatalni

diagnostiky lze rozdélit na invazivni a neinvazivni (Prochéazka et al., 2018).

3.2.1 Invazivni prenatalni diagnostika

Invazivni prenatalni diagnostika zahrnuje postupy, které zasahuji do delozniho
prostiedi. Pii téchto invazivnich vykonech dochazi k odbéru biologické tkané fetalniho pavodu
pro naslednou analyzu a stanoveni diagnozy. Mezi metody invazivni prenatalni diagnostiky
se fadi odbér plodové vody tzv. amniocentéza, odbér choriovych klka (CVS) a odbér
pupecnikové krve tzv. kordocentéza. Hlavni nevyhodou téchto invazivnich vykonu je nutny
zasah do délozni dutiny, ktery ssebou pfirozené nese zvySené riziko fetalni ztraty
(Monni ef al., 2014). Dal§i metodou invazivni prenatalni diagnostiky je fetoskopie, ktera
se v§ak v soucasnosti jako diagnosticka metoda jiz neprovadi, jelikoz byla nahrazena moderni

ultrazvukovou zobrazovaci metodou plodu (Prochazka ez al., 2018).



3.2.1.1 Odbér plodové vody (aminocentéza)

Odbér plodové vody tvz. aminocentéza je invazivni prenatalni vykon dostupny
ve druhém nebo tretim trimestru gravidity, ktery se provadi po dokonceném 15. tydnu gestace.
Tato technika spociva v zavedeni sterilni jehly do plodového vaku a odebrani 15 az 30 ml
plodové vody (obrazek 3). Vykon je provadén pod ultrazvukovou kontrolou
(Carlson ef Vora, 2017). Plodova voda je nasledné podrobena cytogenetickému a molekularné
genetickému vySetfeni. Amniocentéza se nejCastéji provadi za ucelem stanoveni karyotypu
plodu z kultivovanych fetalnich a membranovych bunék nebo za ucelem vysetteni zakladnich
aneuploidii (Prochazka et al., 2018). Riziko potratu v souvislosti s amniocentézou je dle

nejnovéjSich studii priblizné 1:900 (Akolekar ez al., 2015).
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Obrazek 3: Schéma provedeni aminocentézy

(ptevzato z: Prochazka et al., 2018)
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3.2.1.2 Odbér choriovych klku (CVS)

Odbér choriovych klka (CVS) je prvotrimestralni invazivni vykon, ktery se provadi
mezi 11. a 14. tydnem gestace za ucCelem vySetieni fetalniho karyotypu a molekularnich
a biologickych abnormalit. Vykon je provadén pod ultrazvukovou kontrolou a dochazi k odbéru
5 az 25 mg choriové tkan¢ (obrazek 4). Choriova tkan je nasledné podrobena cytogenetickému
a molekularné genetickému vySetieni. Za hlavni vyhodu CVS je povazovan zisk casné€jSich
vysledkt, ktery umoziiuje na zaklad€ zjisténé diagnozy dfive piijmout specificka opatieni
pro dalsi pribéh téhotenstvi nebo téhotenstvi diive uméle ukoncit (Prochazka er al., 2018).
Nevyhodou a rizikem odbéru choriovych klka je tzv. placentarni mozaicismus, kdy se pfiblizné
1 az 2 % ziskanych vysledki muze jevit odliSné nez skute¢né fetalni chromozomalni
abnormality (Carlson ef Vora, 2017). Ztrata tchotenstvi v souvislosti s CVS je podle
nejnovéjSich studii priblizné 1:455 (Akolekar ez al., 2015).

Q
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-

Obrazek 4: Schéma provedeni odbéru choriovych klku
(ptevzato z: Prochazka et al., 2018)
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3.2.1.3 Odbér pupecnikové krve (kordocentéza)

Odbér pupecnikové krve tzv. kordocentéza je invazivni prenatalni vykon provadény
v druhém a tfetim trimestru gravidity. Kordocentéza slouzi k odbéru fetalni krve a v soucasnosti
predstavuje jedinou proceduru, ktera umoziuje pfimy ptistup k fetalnimu obehu. Kordocentéza
poskytuje pfimé udaje o stavu krve plodu. Nejvhodnéjsi doba pro provedeni odbéru
pupecnikové krve je mezi 17. az 40. tydnem téhotenstvi (Peddi ef al., 2021). Pti kordocentéze
se zavadi spinalni jehla do pupecni zily v misté odstupu z placenty a odebira se 1-3 ml fetalni
krve. Vykon se provadi pod ultrazvukovou kontrolou. Riziko fetalni ztraty v souvislosti
s kordocentézou se u plodi s malformacemi a omezenim rastu pohybuje okolo 3,2 %,
u fyziologickych plodi se riziko potratu udava okolo 1,25 %. Za hlavni vyhodu kordocentézy
je povazovan piimy piistup k plodu, ktery je vyuzivan pro diagnostické a 1écebné ukony.
Z divodu vysokého rizika fetalni ztraty se v soucasnosti odbér pupecnikové krve provadi

jiz pouze pii fetalni terapii Rh inkompatibility mezi matkou a plodem (Prochéazka et al., 2018).
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3.2.2 Neinvazivni prenatalni diagnostika

Mezi neinvazivni prenatalni vykony se fadi zejména ultrazvukové vySetfeni plodu
a screeningové metody. Mezi méné znamé neinvazivni prenatalni vySetfeni patii magneticka
rezonance plodu, ktera je vyuzivana hlavné pfi diagnostice nitrolebnich 1ézi
(Prochazka et al., 2018). Neinvazivni prenatalni diagnostika, na rozdil od invazivni prenatalni

diagnostiky, nepfedstavuje zvySené riziko fetalni ztraty.

3.2.2.1 Ultrazvukové vySetreni plodu

Téhotné zeny maji v CR garantovano tiistupiiové screeningové ultrazvukové vysetieni,
konkrétné se jedna o ultrazvukové vySetieni plodu do 14. tydne, ultrazvukové vySetteni plodu
ve 20. az 22. tydnu a ultrazvukové vySetfeni plodu ve 30. az 32. tydnu téhotenstvi
(Prochéazka et al., 2018). Primarni funkci je vySetfit plod v déloze matky a vyloucit vyskyt
anomalii, které se vyskytuji v souvislosti s konkrétnimi aneuploidiemi ¢i chromosomalnimi
defekty. Pokud jsou tyto anomalie pomoci ultrazvuku identifikovany, zvySuje se pfitomnost
vady plodu (Carlson et Vora, 2017). Ultrazvuk je zalozen na technologii, kdy snimac pfistroje
vyzafuje zvukové viny, které pronikaji do téla a odrazi se od kosti ¢i organt. Po odrazu se viny
o vysoké frekvenci vraci zpét a na obrazovce tvofi obrazy vnitinich ¢asti téla. Ultrazvukové
vySetfeni umoziuje diagnostikovat u plodu napt. poruchy vyvoje hlavy, rozstépy patere

a srde¢ni vady (dostupné z: https://www.fetmed.cz/ultrazvukove-vysetreni).

3.2.2.2 Screeningové metody

Prenatalni screening je soubor vySetieni, ktera jsou provadéna v I. a II. trimestru
téhotenstvi, jejich cilem je zachyceni vrozenych vyvojovych vad plodu. V soucasnosti mezi
nejvice vyuzivané screeningové metody patfi kombinovany screening I. trimestru a nova
metoda screeningového vySetfeni tzv. neinvazivni prenatalni vySetfeni volné DNA plodu
v matefském séru. Mezi dal§i metody screeningu patii tzv. triple test (TT), ktery vSak neni
pro svoji nizkou senzitivitu a vysokou faleSnou pozitivitu primarné nabizen a integrovany
screening [. a II. trimestru, ktery integruje vysledky biochemie a ultrazvuku ziskanych

v L. a Il. trimestru t€hotenstvi (Prochazka ez al., 2018).


https://www.fetmed.cz/ultrazvukove-vysetreni

3.2.2.2.1 Kombinovany screening I. trimestru

Prvotrimestralni screening je bé&zné€ pouzivany screeningovy test, ktery zahrnuje
kombinaci sérového screeningu a ultrasonografického vySetfeni. Mezi nejdalezité]jsi
ultrasonografické markery pozorované v souvislosti s prvotrimestralnim screeningem patfi
tloustka Sijového projasnéni (nuchal translucency — NT) a piitomnost €i nepfitomnost nosni
kosti (nasal bone — NB) (obrazek 5) (Carlson et Vora, 2017). Tloustka §ijového projasnéni vétsi
nez 3 mm je vyznamné spojena s vyskytem aneuploidii a malformacemi. V ramci studie byla
u 35 % plodi s naméfenou tloustkou Sijového projasnéni vEtsi nez 3 mm nasledné potvrzena
aneuploidie (Nicolaides er al., 1992). Optimalni gestacni stafi plodu pro provedeni
ultrasonografické Casti vySetieni je v 11. az 14. tyden gravidity. V ramci sérového screeningu
se pozoruji dva biochemické markery — volna B podjednotka hCG (FB-hCG) a t€hotenstvi
asociujici plazmaticky protein A (PAPP-A). Optimalni gestaCni stafi plodu pro stanoveni

hodnot biochemickych markert je v 10. az 11. tydnu gravidity (Prochazka et al., 2018).

Obrazek S: Ultrasonografické markery pozorované v souvislosti s prvotrimestralnim

screeningem — Sijové projasnéni (NT) a nosni kost (NB)

(pfevzato z: https://fetalmedicine.org/fmf-certification-2/nuchal-translucency-scan)
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3.2.2.2.2 Neinvazivni prenatalni vySetireni volné DNA plodu v materském séru

Vroce 1997 Lo a kolektiv identifikovali volnou DNA plodu (cell-free
fetal DNA — cffDNA) v matetském ob&hu (obrazek 6) (Lo et al., 1997). Toto zjisténi vyvolalo
vyzkum ve vyvoji klinickych aplikaci zalozenych na analyze tohoto fetalniho genetického
materialu a zahajilo novou éru prenatalniho testovani. Krevni testy, které vysetiuji volnou DNA
plodu v periferni krvi matky, se oznacuji jako neinvazivni prenatalni testy (NIPT), pfipadné
jako neinvazivni prenatalni screening (NIPS) (Rafi ez Chitty, 2009, Pos et al., 2019).

Neinvazivni prenatalni testovani/screening se zaméfuje zejména na diagnostiku
vrozenych chromozomalnich aberaci, stanoveni RhD genotypu plodu a stanoveni pohlavi plodu
(Rafi er Chitty, 2009). Tyhle testy byly do praxe zavedeny v roce 2011, jsou citlivejsi
a presn¢jsi nez tradicni screening. Testy 1ze provadét od 10. tydne gravidity a vysledek je znam

vétsinou do tydne (Prochazka ef al., 2018).

Obrazek 6: Schéma uvolnéni fetalni DNA do matefského krevniho obéhu

(pfevzato a upraveno z: https://www.inancmendilcioglu.com.tr/lang/en/prof-dr-inanc-mendilcioglu-antalya-
gebelik-takibi-fetal-dna-analizi.asp)
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3.3 Volna DNA plodu v neinvazivni prenatalni diagnostice

Sekvencni analyza fragmentii volné DNA (cfDNA), které cirkuluji v krvi téhotnych,
spolu s prevedenim této metody do screeningu fetalnich chromozomovych abnormalit je
uspésnou metodou neinvazivni prenatalni diagnostiky. Ke konci roku 2017 byla 4 milionim
az 6 milionim gravidnich Zen analyzovana DNA zjejich plazmy za ucelem screeningu
fetalnich aneuploidii (Green et al., 2017). Vétsina testi cfDNA rutinn€ hodnoti autozomalni
aneuploidie, zejména trizomii 21, trizomii 18 a trizomii 13 a aneuploidie pohlavnich

chromozoma (45, X, 47, XXX, 47, XXY a 47, XYY) (Bianchi ez Chiu, 2018).

3.3.1 Fetalni frakce

Analyza cirkulyjicich fragmentt DNA se provadi ze vzorku krevni plazmy,
ktery obsahuje matefskou i1 placentarni cfDNA. Pomér placentarni a celkové (matefské
a placentarni) cfDNA je oznaCovan jako fetalni frakce (Canick ez al., 2013, Rava et al., 2014).
Fragmenty fetalni DNA v matef'ské plazmeé jsou primarné placentarniho ptivodu a jsou do krve
matky uvolfiovany z apoptickych bunék trofoblastu. Naprosta vétSina volné DNA v matefské
krvi vSak pochazi od matky. Hladina fetalni frakce se zvySuje s gestaCnim vékem plodu.
Pro spolehlivou analyzu je zapotrebi, aby hladina fetalni frakce v matefském séru byla vétsi
nez 4 %. V dobé provadéni NIPT testu, tzn. od 10. tydne gravidity, by méla hladina fetalni

frakce v matetském séru piesahovat 10 % (Carlson et Vora, 2017).

3.3.1.1 Metody stanoveni fetalni frakce
3.3.1.1.1 DEFRAG

Jednd se o metodu vyvinutou v roce 2017. Metoda DEFRAG vyuziva pocet Cteni
mapovanych na chromozom Y. Tato metoda pocitd normalizovany podil cteni

na chromozomu Y, kdy je fetalni frakce ve vzorku urCena nasledujicim zpiisobem:

DEFRAG = %YXYplod - %YXXplod.

0,
% YX Ymuz

Ve vzorci %Yyypioa OznaCuje procento Cteni, které je mapovano ke chromozomu Y,

%Y xxpioa 0znacuje procento Cteni, které je mapovano ke chromozomu Y pii 0% muzské DNA

a %Yxymuz oznaCuje procento Cteni, které je mapovano ke chromozomu Y
2

pii 100% muzské DNA (van Beek et al., 2017).
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3.3.1.1.2 BAYINDIR

Bayindir ez al. v roce 2015 zavedli metodu, ktera vyuziva robustniho odhadu poctu cteni
na chromozomech X a autozomalnich chromozomech. Metoda spociva v rozdéleni genomu

na tzv. biny o velikosti 50 kb, pro kazdy bin je nasledné urcen podil poctu ¢teni:

med (Chryyto) — med(Chry) 5
E3

BAYINDIR =
med(Chrayto)

Ve vzorci med(Chrau,) piedstavuje median poctu Cteni v binech autozomalnich chromozomu
a med(ChrX) predstavuje median pro bin na chromozomu X. Bayindir ez al. navrhli 1 dalsi

metodu, ktera bere v uvahu pouze oblasti na chromozomu Y. (Bayindir ez al., 2015).
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3.4 Sekvenovani nové generace — Next Generation Sequencing (NGS)

Od roku 2005 se objevuji kompletné nové sekvenacni technologie, které byvaji
oznaCované jako Next Generation Sequencing (NGS) — sekvenovani nové generace.
Sekvenovani nové generace umoziuje precCist velké useky DNA predstavujici celé geny,
soubory gend, celé exomy i genomy. To vSe v relativné kratkém Case a za vyrazné€ snizenych
nakladt. Sekvenovani nové generace je v soucCasnosti nejpouzivanéj$i metodou analyzy volné

fetalni DNA z maternalni plazmy (Prochazka et al., 2018, Passarge, 2019).

3.4.1 Masivni paralelni sekvenovani (MPS)

Jedna se o sekvenovani nové generace, jehoz principem je paralelnim ¢teni miliond
az miliard sekvenci DNA. Metodika MPS je zaloZzena na pfipravé knihovny pomoci
fragmentace DNA, ligace adaptéra a amplifikace fragmentt, nebo pomoci piimé multiplexové
amplifikace cilovych sekvenci. Pro sekvenaci takto pfipravenych knihoven mize byt pouzito
nékolik sekvenacnich platforem, v souCasnosti se nejCastéji vyuziva systém zalozeny
na snimani fluorescen¢niho signalu v prubéhu syntézy komplementarniho fetézce ke klonalné
namnozenému fragmentu DNA (Illumina) a systém vyuzivajici detekci zmény pH pii uvolnéni
kationtu vodiku v prabéhu inkorporace nukleotidu béhem syntézy komplementarniho useku
DNA (Ion Torrent) (obrazek 7). Poslednim krokem MPS je bioinformaticka analyza ziskanych
sekvenacnich dat. Data se softwaroveé Cisti od krajnich sekvenci, nekvalitnich signalt
a polyklonalnich signald. Nasledné se sekvence navzajem srovnavaji do sekvencnich klastra
nebo kontigh a pfifazuji se k referencnim sekvencim. Na zavér se vyhodnocuji nalezené

varianty (Prochazka et al., 2018).
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Obrazek 7: Princip sekvenacni platformy Ion Torrent (vlevo) a Illumina (vpravo)

(pfevzato a upraveno z: https://www.researchgate.net/figure/Workflow-of-Ion-torrent-PGM-and-Illumina-MiSeq-

NGS-platforms-Adapted-from-Silva fig2 338289694)
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3.5 Sekvenac¢ni pristupy analyzy cfDNA

K analyze cfDNA se pouzivaji dva zakladni pfistupy — nahodny (celogenomovy)
a cileny. Pfi metodé sekvenovani celého genomu jsou matefské a fetalni molekuly cfDNA
odebirany, sekvenovany a mapovany na specifické chromozomy (Chiu efal., 2008,
Fanetal.,2008). Nasledné se spocitaji molekuly DNA patfici riznym chromozomiim.
U téhotenstvi, ktera zahrnuji plod strizomii 21, se ocCekava, ze podil molekul cfDNA
odvozenych zchromozomu 21 bude vys§i nez v referenCnim souboru dat zalozeném
navzorcich od gravidnich Zzen sfyziologickymi plody, analogicky je tomu
u trizomie 18 a trizomie 13. Pfi cileném piistupu se amplifikuji a sekvenuji jednonukleotidové
polymorfismy (SNPs) na pozadovanych chromozomech. Poméry mezi heterozygotnimi alelami
SNPs jsou porovnany s pomeéry jinych cilovych chromozomu. Pokud dojde ke zkresleni
pomeéra, ocekava se vyskyt aneuploidie konkrétniho chromozomu (obrazek 8)

(Vermeesch et al., 2016, Bianchi et Chiu, 2018).
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Stanoveni procentualniho zastoupeni fragmentd odvozenych z chromozomu 21 jsou porovnany s
chromozomu 21 ze sekvenované cfDNA a porovnani poméry fragmenti odvozenych z jinych cilovych
s referencnim vzorkem (procentualni zastoupeni chromozomd (zkresleny pomér alel na chromozomu
bude zvySené u téhotenstvi s trizomii 21). 21 ve srovnani s pomérem na jinych chromozomech
znadi vyskyt aneuploidie).

Obrazek 8: Hlavni pfistupy sekvenovani cfDNA pro prenatalni screening fetalnich
chromozomalnich aneuploidii (konkrétné trizomie 21) — ndhodné (celogenomové) sekvenovani

(vlevo) a cilené sekvenovani (vpravo)

(ptevzato a upraveno z: Bianchi ef Chiu, 2018)
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3.5.1 Nahodné (celogenomové) sekvenovani

3.5.1.1 Stanoveni trizomii pomoci nahodného (celogenomového) sekvenovani

Nahodné (celogenomové) sekvenovani je vysoce vykonnad technika, ktera vyuziva
sekvenovani velkého poctu malych sekvenci DNA podél celého genomu. Tento pfistup
umoziiuje rychlé a soucasné sekvenovani desitek miliond kratkych DNA fragmentq,
typicky o délce 25-36 bp, v jediném behu. Po sekvenovani cfDNA pfitomné v matefské plazmé
jsou fragmenty kategorizovany podle chromozomi. Nasledné€ se pocet Cteni mapovanych
na pozadované chromozomy porovnava s poctem ¢teni mapovanych na euploidni referencni
chromozomy. Pokud mnozstvi chromozomové specifické sekvence piekroci prah
tzv. threshold, ktery predstavuje normalni (dizomicky) chromozom, je vysledek hlasen jako
pozitivni na trizomii pro tento chromozom (obrazek 9). Trizomie mé za nasledek zvySeni
mnozstvi cfDNA z postizeného chromozomu, diky pfitomnosti tii kopii tohoto chromozomu
u plodu, namisto dvou. Pravé tento rozdil se ndhodné (celogenomové) sekvenovani pokousi

odhalit (Norwitz ef Levy, 2013).

MATERSKA DNA <

e > FETALNI DNA

MAPOVANI CTENI

POCITANI CTENI NA KAZDY CHROMOZOM

chr13..0..O..........Q.... TRIZOMIE
chr18..........0........... l
¢hr210000000000000000000000000

THRESHOLD

Obrazek 9: Detekce fetalni chromozomalni aneuploidie (konkrétné trizomie 21) pomoci
nahodného (celogenomového) sekvenovani (zelena — fetalni DNA, modra — matefska DNA)

(ptevzato a upraveno z: Norwitz ef Levy, 2013)
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3.5.1.1.1.1 Z-skore

Z-skore odrazi pocet standardnich odchylek, kdy je podil Cteni z konkrétniho
chromozomu, ve srovnani s podilem Cteni ze vSech ostatnich chromozomu, nad primérem.
Pokud mnozstvi chromozomové specifické sekvence prekroci prah tzv. threshold, je vysledek
hlasen jako pozitivni na trizomii pro tento chromozom (Norwitz et Levy, 2013).

Z-skore se pocita nasledujicim zptsobem:

P- Do

Ve vzorci hodnota p predstavuje pozorovany podil pro dany pozadovany chromozom,

7 =

po predstavuje oCekavany podil pro dany testovaci chromozom vypocitany jako median p.

Hodnota 7 je jmenovatel proporéni metriky (Sparks, ef al., 2012a).



3.5.2 Cilené sekvenovani

3.5.2.1 Jednonukleotidovy polymorfismus (SNP)

Kazdy genom se li§i od kteréhokoliv jiného genomu variantami v sekvenci
nukleotidd DNA. Pokud ma varianta v populaci frekvenci 0,01 (1 %) nebo vice, nazyva se
polymorfismus DNA. Lidské genomy se od sebe lisi na urovni jednonukleotidovych
polymorfismti (SNPs), coz znamena, ze se v genomech vyskytuji odliSnosti v jednom
nukleotidu. Napiiklad SNP spojeny s pfitomnosti adeninu (A) nebo guaninu (G) se muze
vyskytovat v jedné ze tfi kombinaci AA, AG nebo GG. Kazdy SNP je opatien jedineCnym
identifikatorem (SNP ID), napft. rs3896732 (Prochéazka et al., 2018, Passarge, 2019).

3.5.2.2 Stanoveni trizomii pomoci cileného sekvenovani

Cilené sekvenovani selektivné amplifikuje specifické genomové oblasti zajmu.
Schopnost selektivné sekvenovat specifické oblasti genomu v cfDNA umoziuje cilenou
analyzu klinicky dilezitych chromozomu, jako jsou 13, 18,21, X a Y. Tato strategie vyznamné
snizuje celkovy pocet analyzovanych Cteni se soucasnym zlepSenim efektivity a snizenim

celkovych nakladi (Sparks ez al., 2012b, Norwitz ef Levy, 2013).

3.5.2.2.1 Digitalni analyza vybranych oblasti (DANSR) — algoritmus FORTE

Digitalni analyza vybranych oblasti (DANSR) umoziiuje vysoce multiplexované
sekvenovani vybranych lokusu ze specifickych pozadovanych chromozoma. Riziko trizomie
optimalizované pro fetalni frakci popisuje analyticky algoritmus FORTE, ktery vypocitava
pravdépodobnost fetalni trizomie. Algoritmus FORTE odhaduje riziko aneuploidie pomoci
poméru Sanci, ktery srovnava model s dizomickym fetdlnim chromozomem a model

s trizomickym fetdlnim chromozomem:

P[(p —po)/T]
P[(p = po)/DT

Ve wvzorci hodnota p predstavuje pozorovany podil pro konkrétni vzorek
a hodnota py predstavuje odhadovany referen¢ni podil. 7 oznacCuje trizomicky model

a D oznacuje dizomicky model (Sparks, ez al., 2012a).
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Transformaci p — po na p — p ziskame rozdil mezi pozorovanym podilem a upravenym

referenénim podilem fetalni frakce definovanym pomoci p:

o (1+0.5/)p,
P A+ 05 )p] + (1 — po)

Ve vzorci hodnota f predstavuje fetalni frakci pro konkrétni vzorek. Tato uprava vysvétluje
predpokladané zvySené zastoupeni trizomického fetalniho chromozomu (Sparks, ez al., 2012a).

Konecné skore rizika pomoci algoritmu FORTE je definovéno jako:

P[(p - §)/T]P(T)
P[(p - p)/D]P(DY

Ve vzorci hodnota P(7)/P(D) piedstavuje predchozi riziko trizomie oproti dizomii.
Predchozi riziko bylo prevzato ze zavedenych tabulek zachycujicich riziko trizomie spojené

s matefskym a gesta¢nim vékem (Nicolaides, 2003, Sparks, ef al., 2012a).
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4 MATERIAL A METODY

V ramci experimentalni Castt mé bakalarské prace byla bioinformaticky analyzovéana
sekvenacni data deseti gravidnich pacientek, které podstoupily invazivni prenatalni vysetfeni
a zaroven souhlasily s experimentdlnim neinvazivnim vySetfenim volné DNA plodu
v matefském séru (NIPT) na Ustavu lékaiské genetiky FN Olomouc. U péti gravidnich
pacientek byl jejich plod diagnostikovan jako fyziologicky, u dalSich péti pacientek jako
patologicky. Utfi plodi byla diagnostikovana trizomie 21.  chromozomu,
tzv. Downav syndrom. U dvou plodd byla diagnostikovana trizomie 18. chromozomu,
tzv. Edwardstv syndrom. VSechny plody byly muzského pohlavi. Zarover se vzorkem krevni
plazmy, ktery obsahuje matetfskou i1 placentarni DNA, byla analyzovana i1 referenéni DNA
matky z lymfocyti periferni krve, ktera neobsahuje DNA plodu. Pro sekvenovani byla pouzita
platforma Ion Torrent. K ziskani sekvenacnich dat byl vyuzit software Torrent Suite.
Ziskana sekvenacni data obsahovala amplifikované a sekvenované jednonukleotidové
polymorfismy (SNPs) napozadovanych chromozomech. Celkové bylo nasekvenovano
317 jednonukleotidovych polymorfismt. Kazdy SNP byl opatifen genomickou koordinatou
(hg19) a identifikatorem (SNP ID) (ptiloha 1). K nésledné analyze ziskanych dat byl vyuzit

program Microsoft Excel.
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4.1 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.1.1 Rozdéleni sekvenacnich dat do kategorii podle genotypu plodu a matky

Ziskana sekvenacni data byla roztfidéna do tfi kategorii podle genotypu plodu a matky.
Kategorie 1 predstavovala situaci, kdy se plod choval pro konkrétni SNP jako heterozygot
a matka jako homozygot. Kategorie 2 prozatim predstavovala dvé situace — situaci, kdy se plod
pro konkrétni SNP choval jako homozygot a matka jako heterozygot, a situaci, kdy se plod
i matka pro konkrétni SNP chovaly oba jako heterozygoti. Kategorie 3 predstavovala situaci,
kdy se plod 1 matka pro konkrétni SNP chovaly oba jako homozygoti (tabulka 1).

Princip rozttfidéni byl zalozen na poctu ¢teni jednotlivych nukleotidi. V kategorii 1 mély
dva nukleotidy nulovy nebo zcela zanedbatelny pocet Cteni a zbyvajici dva nukleotidy
se od sebe vyrazné liSily v poctu Cteni. V kategorii 2 mély dva nukleotidy nulovy nebo zcela
zanedbatelny pocet Cteni a zbyvajici dva nukleotidy se od sebe vyrazné nelisily v poctu ¢teni.
V kategorii 3 mély tfi nukleotidy nulovy nebo zcela zanedbatelny pocet Cteni.

Za situace, kdy se genotyp plodu shoduje s genotypem matky, tzn. plod 1 matka
se pro konkrétni SNP chovaji oba jako heterozygoti nebo oba jako homozygoti, nelze stanovit

fetalni frakci.

Tabulka 1: Kategorie sekvenacnich dat podle genotypu plodu a matky

kategorie genotyp plodu genotyp matky
1 heterozygot homozygot
2 homozygot/heterozygot heterozygot
3 homozygot homozygot
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4.1.2 Stanoveni poctu ¢teni plodu v kategorii 1
V kategorii 1 byla rozliSena ¢teni patfici plodu (cffDNA) a byl stanoven jejich pocet.
Pocet Cteni byl korigovan vyuzitim dat z referenéniho maternalniho genomu, ¢imz byly

zredukovany falesné pozitivni signaly. K tomu bylo pouzito dvanact vzorci pro genotypy

plodu: A/C, A/G, A/T, C/A, C/G, C/T, G/A, G/C, G/T, T/A, T/C a T/G (tabulka 2).

Tabulka 2: Kategorie 1 — stanoveni poctu Cteni plodu s korekci na faleSné pozitivni signal

genotyp plodu pocet ¢teni plodu

A/C [ Aplazma-(Cplazma™ Aref mat genom/ Cref mat. genom) | *2
A/G [ Aplazma-(Gplazma™ Aret mat genom/ Gref mat. genom ) | ¥2
A/T [ Aptazma-(Tplazma™ Aret mat.genom/ Tref mat. genom) ] *2

C/A [Cptazma-(Aptazma™ Cret mat genom/ Aref mat genom) | *2
C/G [Cptazma-(Gplazma™ Cret mat genom/ Gref. mat genom) ] *2
C/T [ Cptazma-(Tplazma™ Cret mat genom/ T ref. mat genom) ] *2

G/A [ Gplazma-(Aplazma™ Gref.mat.genom/ Aref.mat.genom) | *2
G/C [ Gplazma-(Cplazma™ Gref mat.genom/Cref. mat genom) ] *2
G/T [ Gplazma-( Tplazma™ Gret mat genom/ T ref. mat. genom) ] *2

T/A [ T plazma-(Aptazma™ Tref. mat genom/ Aref. mat genom ) | 2

T/C [ Tplazma-(Cplazma™ Tref mat.genom/Cref. mat.genom) ] *2

T/G [ Tplazma-(Gplazma™ Tref mat.genom/ Giref. mat. genom) ] *2
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4.1.3 Stanoveni poctu ¢teni plodu v kategorii 2

V kategorii 2 byla rozliSena ¢teni patfici plodu (cffDNA) a byl stanoven jejich pocet.
Pocet Cteni byl korigovan vyuzitim dat z referenéniho maternalniho genomu, ¢imz byly
zredukovany faleSné pozitivni signaly. Jelikoz situaci, kdy se plod i matka pro konkrétni SNP
chovaji oba jako heterozygoti, nelze hodnotit, byla prozatim modelovana a pocitana pouze
situace, kdy se plod pro konkrétni SNP choval jako homozygot a matka jako heterozygot.
Sekvenacni data byla rozdélena do Sesti podkategorii podle genotypt matky (A/C, A/G, A/T,
C/G, C/T, G/T). V kazdé z podkategorii existovaly dvé varianty, naptiklad matka s genotypem
A/C muze mit plod s genotypem A/A nebo C/C. Po vyzkouSeni obou variant genotypt plodu
byla ziskana kladna a zaporna hodnota. Spravny genotyp plodu byl uréen kladnou hodnotou

(tabulka 3).

Tabulka 3: Kategorie 2 — stanoveni poctu Cteni plodu s korekci na faleSné pozitivni signal

genotyp matky genotyp plodu pocet cteni plodu
AC A/A Aplazma-(Cplazma™ Aref.mat genom/Cref. mat.genom)
C/C Coplazma-(Aplazma™ Cref. mat.genom/ A ref. mat. genom)
AJG A/A Aptazma-(Gplazma™® Aref mat.genom/Gref.mat.genom)
G/G Gplazma-(Aplazma™ Gref mat. genom/ Aref. mat. genom)
AT A/A Aplazma-(Tplazma™ Aref. mat. genom/ T ref. mat. genom)
T/T Tplazma-(Aptazma™ T ref.mat. genom/ Aref. mat. genom)
oG C/C Coplazma~(Gplazma™ Cref. mat.genom/ Gref. mat. genom)
G/G Gplazma-(Cplazma™ Gref mat. genom/Cref mat.genom)
o C/C Cptazma-(Tplazma™ Cref mat genom/ Tref. mat genom)
T/T Tptazma-(Cplazma™ T ref. mat genom/ Cref. mat.genom)
ot G/G Gplazma-(Tplazma™ Gref. mat. genom/ T ref. mat.genom)
T/T Tptazma-(Gplazma™ T ref.mat. genom/ Gref. mat.genom)
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4.1.4 Cut-off

Nasledné byl v kategorii 2 stanoven cut-off, pomoci kterého bylo rozliseno, zda se plod
pro konkrétni SNP chova stale jako homozygotni nebo jiz jako heterozygotni. Pokud byl plod
pro konkrétni SNP na chromozomu vyhodnocen jako heterozygotni, nelze tuhle situaci
hodnotit, jelikoZ se genotyp plodu shoduje s genotypem matky. Cut-off byl uren tfemi riznymi
zpusoby, pro kazdy vzorek zvlast (tabulka 4). V tabulce 4 jsou fyziologické vzorky oznaceny

zelené, vzorky s trizomii 21 Cervené a vzorky s trizomii 18 oranzové.

Tabulka 4: Cut-off ur€eny tfemi riiznymi zpusoby pro kazdy vzorek

vzorek cut-off 1 cut-off 2 cut-off 3
1240 203 203 2,78 %
1755 161 164 6,47 %
1877 98 169 1,51 %
1249 215 389 491 %
1830 40 59 0,42 %
3615 79 67 2,79 %
11705 85 38 1,38 %
1806 18 21 0,34 %
1546 87 231 2,56 %
3623 10 15 0,21 %

4.1.4.1 Cut-off 1
Jako cut-off 1 byl stanoven nejmensi pocet ¢teni plodu v kategorii 1. Pocty Cteni plodu
z kategorie 2, mensi nez nejmensi pocet ¢teni plodu v kategorii 1, nebyly hodnoceny, jelikoz

u nich nelze stanovit fetalni frakci.

4.1.4.2 Cut-off 2
Jako cut-off 2 byl stanoven nejmensi pocet ¢teni na chromozomu Y plodu. Pocty Cteni
plodu, mensi nez nejmensi pocet ¢teni na chromozomu Y, nebyly hodnoceny, jelikoz u nich

nelze stanovit fetalni frakci.



4.1.43 Cut-off 3
Nejprve byl v kategorii 2 stanoven podil ¢teni z daného nukleotidu oproti vSem ¢tenim.
Tento podil byl stanoven u vzorku krevni plazmy, ktera obsahuje fetalni i matefskou DNA

au referencni DNA matky. Ke stanoveni podilu bylo vyuzito Sest vzorct pro heterozygotni

genotypy: A/C, A/G, A/T, C/G, C/T a G/T (tabulka 5).

Tabulka S: Kategorie 2 — stanoveni podilu ¢teni z daného nukleotidu oproti v§em Ctenim

heterozygotni genotyp podil ¢teni z daného nukleotidu oproti vSem ¢tenim
A/C A/(A+C)
A/G A/(A+G)
A/T A/(A+T)
C/G C/(C+G)
C/T C/(C+T)
G/T G/(G+T)

V piipadé referencni DNA matky se oCekava podil ¢teni 1:1 (50 %). V pfipadé,
ze se plod 1 matka pro konkrétni SNP chovaji oba jako heterozygoti, se o¢ekava bud’ stejny
nebo velice podobny podil. V piipadé, ze se plod pro konkrétni SNP chova jako homozygot
amatka jako heterozygot, se ocCekavaji rozdilné podily. Nasledné byl vypocitan rozdil
ziskanych podilt — od podilu stanoveného u vzorku krevni plazmy byl odecten podil stanoveny
u referencni DNA matky. V pfipad€, ze se plod 1 matka pro konkrétni SNP chovaji oba jako
heterozygoti, je rozdil podild nulovy nebo zcela zanedbatelny. V pfipad€é, ze se plod
pro konkrétni SNP chova jako homozygot a matka jako heterozygot, je rozdil podila natolik
velky, ze lze stanovit pocCet Cteni patfici plodu. Ziskané rozdily podila byly pfevedeny

na procenta.



Nasledné bylo vyuzito poct Cteni plodu v kategorii 1, ze kterych byl spocitan cut-off.

K tomu byly pouzity vzorce uvedené v tabulce 6. Nejmensi ziskand hodnota byla stanovena

jako cut-off 3.

Tabulka 6: Stanoveni hodnoty cut-off 3

(P oznacuje pocet Cteni plodu v kategorii 1)

genotyp plodu

cut-off 3

C/A

G/A

T/A

[P/(Aplazma-P/z)] * l OO

A/C

G/C

T/C

[P/(Cplazma'P/z)] *100

A/G

C/G

T/G

[P/(Gplazma-P/z)] * l OO

A/T

C/T

G/T

[P/(Tplazma'P/z)] *100

Ptipady, kdy rozdily podilt, které byly pfevedeny na procenta, jsou mensi nez cut-off 3

byly povazovany za heterozygotni, a tudiz u nich nelze stanovit fetalni frakei.
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5 VYSLEDKY

5.1 Kategorie 1

Pomoci vySe uvedenych experimentalnich a vyhodnocovacich postupt byl
pro jednotlivé SNPs v kategorii 1 stanoven pocet Cteni patfici plodu. Celkovy pocet Cteni patfici
plodu a poCet SNPs na chromozomech v jednotlivych vzorcich jsou shrnuty v tabulce 7.
Fyziologické vzorky jsou v tabulce oznaCeny zelen€, vzorky s trizomii 21 Cervené a vzorky

s trizomii 18 oranzoveé.
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Tabulka 7: Kategorie 1 — celkovy pocCet Cteni patfici plodu a po¢et SNPs na chromozomech v jednotlivych vzorcich

(pocet Cteni patfici plodu uvedeny v tabulce byl zaokrouhlen na cela Cisla)

vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek
1240 1755 1877 1249 1830 3615 11705 1806 1546 3623
pocet | poCet | poCet | poCet | poCet | poCet | poCet | pocet | poCet | poCet | poCet | poCet | pocet | poCet | poCet | poCet | poCet | pocet | poCet | pocet
Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs
chrl - - - - - - - - 398 1 - - - - - - - - - -
chr2 | 1242 4 958 1 - - - - - - - - - - - - 356 1 - -
chr3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chr4 - - 789 1 - - - - 192 1 175 1 - - - - - - - -
chr5 - - - - 225 1 - - 803 2 202 1 229 1 114 1 - - - -
chr6 | 213 1 577 1 - - - - - - - - - - - - - - -
chr7 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chr8 - - - - - - - - - - - - 190 1 - - - - 34 1
chr9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chr10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chrll - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chrl2 - - - - 140 1 - - - - - - - - - - - - -
chrl3 | 3847 7 6910 7 3912 | 20 |[16129| 16 | 2958 | 12 | 2541 11 2625 | 14 | 1935 | 15 864 3 489 10
chrl4 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chrl5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chrl6 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chrl7 | 579 1 - - - - - - - - - - - - - - - - -
chr18 | 6197 | 12 | 13306 | 15 | 5235 | 18 5489 5 2655 | 13 [ 2985 | 12 | 2154 | 11 427 4331 11 451
chrl9 - - 161 1 - - - - - - - - - - - - - - - -
chr20 - - - - - - - - - - 335 1 - - - - 729 1 - -
chr21 | 3178 5 7955 9 3250 | 11 7751 6 3510 7 5280 | 16 | 1805 | 11 416 6 2974 8 259 6
chr22 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chrX | 1881 3883 3 1183 4286 620 2 790 3 298 1 183 4 1597 3 84 2
chrY | 203 2222 6 169 1 389 1 869 6 747 6 434 21 1 231 1 15 1
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Nasledn¢ byly analyzovany pouze SNPs na chromozomech 21 a 18, jelikoz u tfi ploda
byla pomoci invazivniho prenatalniho vysSetfeni diagnostikovana trizomie 21 a u dvou ploda
trizomie 18. V ramci statistické analyzy byly z kategorie 1 vybrany SNPs na chromozomech
21 a 18, které spliiovaly nasledujici podminky — SNP byl zastoupen minimalné v jednom
z fyziologickych vzorki a zaroven minimaln€ v jednom z patologickych vzork.

Chromozomy 21 a 18 analyzované ve fyziologickych vzorcich jsou normalni
(dizomicke), tudiz SNPs na chromozomech 21 a 18 zastoupené ve fyziologickych vzorcich
slouzily jako kontrolni. Chromozomy 21 a 18 analyzované v patologickych vzorcich jsou
trizomické. Pti analyze SNPs na chromozomu 21 bylo mozné za kontrolni SNP povazovat SNP,
ktery pochéazel ze vzorku s trizomii 18. Pfi analyze SNPs na chromozomu 18 bylo mozné
za kontrolni povazovat SNP, ktery pochazel ze vzorku s trizomii 21. Pro konkrétni SNPs
na chromozomech 21 a 18 zkategorie 1, které spliovaly vysSe uvedené podminky,

byla stanovena fetalni frakce pomoci vzorct uvedenych v tabulce 8.

Tabulka 8: Stanoveni fetalni frakce pro konkrétni SNPs na chromozomech 21 a 18

(P oznacuje pocet ¢teni plodu v kategorii 1)

genotyp plodu kontrolni vzorek — patologicky vzorek —
fetalni frakce fetalni frakce

A/C

P/ (Aplazma+cplazma) [P+( 172 *P)]/ (Aplazma+cplazma)
C/A
A/G

P/ (Aplazma+ Gplazma) [P+( 1/2 *P)]/ (Aplazma+Gplazma)
G/A
A/T

P/ (Aplazma+Tplazma) [P+( 172 *P)]/ (Aplazma+Tplazma)
T/A
C/G

P/ (Cplazma+Gplazma) [P+( 172 *P)]/ (Cplazma+Gplazma)
G/C
C/T

P/ (Cplazma+Tplazma) [P+( 172 *P)]/ (Cplazma+Tplazma)
T/C
G/T
TG P/ (Gplazma+Tplazma) [P+( 172 *P)]/ (Gplazma+Tplazma)
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5.1.1 Chromozom 21

Pro konkrétni SNPs na chromozomu 21, které byly zastoupeny minimalné v jednom
z kontrolnich vzorkd a zaroven minimalné v jednom ze vzorka s trizomii 21, byla stanovena

fetalni frakce. Stanovené fetalni frakce pro tyto SNPs jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9: Fetalni frakce pro konkrétni SNPs na chromozomu 21

(hodnoty uvedené v tabulce byly zaokrouhleny na pét desetinnych mist)

genomicka kontrolni vzorek — fetalni frakce vzorek
koordinata SNP s trizomii 21 (T21) —
(hgl9) K 2 K3 fetalni frakce
29488141 0,15247 - - 0,08358
29511939 0,02884 - - 0,03287
30530233 0,02539 0,04561 - 0,07089
30547602 0,01691 0,04236 - 0,07737
32201822 0,02681 0,03707 - 0,03642
32201835 0,00481 0,02803 0,03431 0,03596
32201866 0,02962 0,04049 - 0,03886
33355605 0,03293 0,12354 - 0,06542
40469520 0,03118 0,05133 - 0,01973
40819685 0,04192 - - 0,05458
40886816 0,05202 - - 0,06883
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Ze stanovenych fetalnich frakci pro konkrétni SNPs na chromozomu 21 byl sestrojen

graf (graf 1). Vgrafu 1 jsou zelené¢ zaznaleny fetdlni frakce v kontrolnich vzorcich

(K1, K2, K3) a €ervené jsou zaznaCeny fetalni frakce ve vzorcich s trizomii 21 (T21).
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33355605 40469520 40819685 40886816

Graf 1: Fetalni frakce pro konkrétni SNPs na chromozomu 21
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U trizomii 21 se ocekava vyskyt zvySené fetalni frakce na chromozomu 21,
diky pfitomnosti tfi kopii tohoto chromozomu u plodu, namisto dvou. V pripadech, kdy byla
fetalni frakce ve vzorku s trizomii vyssi nez fetalni frakce v kontrolnich vzorcich (K1, K2, K3),
byl stanoven procentualni nartst fetalni frakce, tzn. o kolik procent se zvysila fetalni frakce
na chromozomu 21. Zjisténé hodnoty jsou uvedeny v tabulce 10. Pfipady, kdy byla fetalni
frakce ve vzorku s trizomii nizsi nez fetalni frakce v kontrolnich vzorcich, byly povazovany

za chybné a nebyly dale hodnoceny (v tabulce 10 jsou tyto pfipady zvyraznény Cerveng).

Tabulka 10: Chromozom 21 - stanoveni procentualniho naristu fetalni frakce pfi porovnani
kontrolnich vzorkt se vzorkem s trizomii 21

(hodnoty uvedené v tabulce byly zaokrouhleny na cela procenta)

genomicka procentualni narust | procentualni narist | procentualni narust
koordinita SNP | pfi porovnani pri porovnani pri porovnani
(hg19) K1 a T21 K2 a T21 K3 a T21
20488141 - -
29511939 14 % - -
30530233 179 % 55% -
30547602 357 % 83 % -
32201822 36 % -
32201835 648 % 28 % 5%

32201866 31% -
33355605 99 % -
40469520 -
40819685 30 % - -
40886816 32% - -

Vyskyt zvySené fetalni frakce na chromozomu 21 pfi porovnani se v§emi kontrolnimi
vzorky byl pozorovan u Sesti z jedenacti SNPs, konkrétné u SNPs s genomickou koordinatou
29511939, 30530233, 30547602, 32201835, 40819685 a 40886816. U SNPs s genomickou
koordinatou 32201822, 32201866 a 33355605 byl vyskyt zvySené fetalni frakce
na chromozomu 21 pozorovan pouze pii porovnani K1 a T21. U SNPs s genomickou
koordinatou 29488141 a 40469520 nebyl

pozorovan vyskyt zvySené fetalni frakce

na chromozomu 21.



5.1.2 Chromozom 18

Pro konkrétni SNPs na chromozomu 18, které byly zastoupeny minimalné v jednom
z kontrolnich vzorkd a zaroven minimalné v jednom ze vzorka s trizomii 18, byla stanovena

fetalni frakce. Stanovené fetalni frakce pro tyto SNPs jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 11: Fetalni frakce pro konkrétni SNPs na chromozomu 18

(hodnoty uvedené v tabulce byly zaokrouhleny na pét desetinnych mist)

genomicka kontrolni vzorek — fetalni frakce vzorek
koordinata SNP s trizomii 18 (T18) —
K1 K2
(hgl9) fetalni frakce
4397772 0,07983 - 0,06714
14795992 0,03792 0,07162 0,08679
24004300 0,06339 - 0,00959
34247514 0,04226 - 0,09365
37212167 0,03056 - 0,00923
45733788 0,04344 - 0,04579
T18a: 0,03984
50185210 0,02233 0,03581
T18b: 0,05125
50226345 0,04729 0,09722 0,01663
56161535 0,01973 0,02845 0,06167
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Ze stanovenych fetalnich frakci pro konkrétni SNPs na chromozomech 18 byl sestrojen
graf (graf 2). V grafu 2 jsou zelené zaznaCeny fetalni frakce v kontrolnich vzorcich (K1, K2)

a oranzove jsou zaznaceny fetalni frakce ve vzorcich s trizomii 18 (T18).

0,12

0,1

0,08

0,06 K1
Tish ®K2

T18

fetalni frakce

2

Ti8a

0,02

4397772 14795992 24004300 34247514 37212167 45733788 50185210 50226345 56161535

SNPs

Graf 2: Fetalni frakce pro konkrétni SNPs na chromozomu 18
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U trizomii 18 se ocekava vyskyt zvySené fetalni frakce na chromozomu 18,
diky pfitomnosti tfi kopii tohoto chromozomu u plodu, namisto dvou. V pripadech, kdy byla
fetalni frakce ve vzorku s trizomii vyssi nez fetalni frakce v kontrolnich vzorcich (K1, K2),
byl stanoven procentualni nartst fetalni frakce, tzn. o kolik procent se zvysila fetalni frakce
na chromozomu 18. Zjisténé hodnoty jsou uvedeny v tabulce 12. Pfipady, kdy byla fetalni
frakce ve vzorku s trizomii nizsi nez fetalni frakce v kontrolnich vzorcich, byly povazovany

za chybné a nebyly dale hodnoceny (v tabulce 12 jsou tyto pfipady zvyraznény Cerveng).

Tabulka 12: Chromozom 18 - stanoveni procentualniho naristu fetalni frakce pfi porovnani
kontrolnich vzorkl se vzorkem s trizomii 18

(hodnoty uvedené v tabulce byly zaokrouhleny na cela procenta)

genomicka procentualni narust procentualni narust
koordinata SNP pri porovnani K1 a T18 pri porovnani K2 a T18
(hg19)
14795992 129 % 21 %
34247514 122 % -
45733788 5% -
78 % 11 %
50185210 pri porovnani s T18a pri porovnani s T18a
130 % 43 %
pri porovnani s T18b pri porovnani s T18b
56161535 212 % 117 %

Vyskyt zvySené fetalni frakce na chromozomu 18 byl pozorovan u péti z deviti SNPs,
konkrétné u SNPs s genomickou koordinatou 14795992, 34247514, 45733788, 50185210
(pf1 porovnani s T18a 1 T18b) a 56161535. Vyskyt zvySené fetalni frakce na chromozomu 18
nebyl pozorovan u SNPs s genomickou koordinatou 4397772, 24004300, 37212167
a 50226345.



5.2 Kategorie 2

Pomoci vySe uvedenych experimentalnich a vyhodnocovacich postupti byl
pro jednotlivé SNPs v kategorii 2 stanoven pocet Cteni patfici plodu. Celkovy pocet Cteni patfici
plodu a pocet SNPs na chromozomech v jednotlivych vzorcich jsou shrnuty
v tabulkach 13, 14 a 15. V tabulce 13 jsou uvedeny pocty ¢teni patfici plodu a pocet SNPs
na chromozomech v jednotlivych vzorcich po stanoveni hodnoty cut-off 1. V tabulce 14 jsou
uvedeny poCty Cteni patiici plodu a pocet SNPs na chromozomech v jednotlivych vzorcich
po stanoveni hodnoty cut-off 2. V tabulce 15 jsou uvedeny pocty Cteni patfici plodu a pocet
SNPs na chromozomech v jednotlivych vzorcich po stanoveni hodnoty cut-off 3. Fyziologické
vzorky jsou v tabulkéach oznaceny zelené, vzorky s trizomii 21 Cervené a vzorky s trizomii 18

oranzove.
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Tabulka 13: Kategorie 2 - celkovy pocet ¢teni patfici plodu a pocet SNPs na chromozomech v jednotlivych vzorcich po stanoveni cut-off 1

(pocet Cteni patfici plodu uvedeny v tabulce byl zaokrouhlen na cela Cisla)

vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek
1240 1755 1877 1249 1830 3615 11705 1806 1546 3623
pocet | poCet | poCet | poCet | pocet | poCet | poCet | pocet | poCet | poCet | poCet | poCet | poCet | poCet | poCet | poCet | pocet | poCet | poCet | poCet
Cteni | SNPs | Cteni | SNPs| Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs

chrl - - - - 280 1 521 1 - - 137 1 164 1 189 1 - - - -
chr2 | 597 1 723 1 722 2 2168 3 950 3 318 1 358 1 229 2 - - 2607 9
chr3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chr4 - - - - 305 1 1089 1 297 1 - - - - 82 1 337 1 720 2
chr5 840 2 - - 197 1 1148 2 - - 205 1 - - 116 1 - - 296 1
chr6 | 567 1 2763 1 113 1 1309 2 822 1 81 1 1143 1 - - - - 1529 1
chr7 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

chr8 | 412 1 979 1 133 1 1935 3 355 1 264 1 169 1 133 2 - - - -
chr9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chrl0 - - - - 265 1 1921 1 - - - - 180 1 - - - - 364 1
chrll - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chrl2 - - 240 1 - - 639 1 589 1 - - - - - - - - - -
chr13 | 19542 | 38 | 27051 42 6621 27 | 28638 35 31092 | 46 | 14039 | 43 5670 32 | 3551 31 20897 | 50 18264 | 59
chrl4 - - - - - - - - - - 100 1 - - 245 1 - - 215 1
chrl5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chrl6 - - 927 312 1 324 - - 452 1 325 1 164 1 - - - -
chrl7 - - 563 417 1163 1676 3 - - 276 89 1 133 1 1274 3
chr18 | 16098 | 34 | 26911 29 | 11497 | 31 24654 | 35 | 24907 | 40 | 11244 | 36 6864 28 | 8232 34 11394 | 31 18714 | 49
chrl9 - - - - - - - - - - 177 2 - - 23 1 - - - -
chr20 | 1051 1 1604 2 - - - - 580 2 - - 99 1 241 2 166 1 - -
chr21 | 18717 | 29 | 24129 | 34 | 13724 | 31 30046 | 31 26373 | 42 8163 23 | 10028 | 33 | 8883 42 14062 | 37 14657 | 39
chr22 - - - - - - - - - - 111 1 - - 75 1 - - 54 1
chrX | 3876 20987 | 21 7896 18 17869 17 12006 | 21 3447 13 4242 13 | 5017 | 27 12843 17 13884 | 26
chrY | 203 1 2222 6 169 1 389 1 869 6 747 6 434 6 21 1 231 1 15 1
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Tabulka 14: Kategorie 2 - celkovy pocet ¢teni patfici plodu a pocet SNPs na chromozomech v jednotlivych vzorcich po stanoveni cut-off 2

(pocet Cteni patfici plodu uvedeny v tabulce byl zaokrouhlen na cela Cisla)

vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek
1240 1755 1877 1249 1830 3615 11705 1806 1546 3623
pocet | poCet | poCet | pocet | pocet | pocCet | pocet | pocet | poCet | poCet | poCet | poCet | poCet | poCet | poCet | poCet | poCet | poCet | poCet | pocet
Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs
chrl - - - - 280 1 521 1 - - 137 1 164 1 189 1 - - - -
chr2 597 1 723 1 567 1 2168 3 950 3 318 1 358 1 229 2 - - 2607 9
chr3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chr4 - - - - 305 1 1089 1 297 1 - - - - 82 1 337 1 720 2
chr5 840 2 - - 197 1 867 1 - - 205 1 - - 116 1 - - 296 1
chr6 567 1 2763 1 - 1309 2 822 1 81 1 1212 2 - - - 1529 1
chr7 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chr8 412 1 979 1 - - 1677 2 355 1 264 1 169 1 114 1 - - - -
chr9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chrl0 - - - - 265 1 1921 1 - - - - 180 1 - - - - 364 1
chrll - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chrl2 - - 240 1 - - 639 1 589 1 - - - - - - - - - -
chr13 | 19542 | 38 |27241 | 43 5493 18 25458 24 | 31034 | 45 14187 | 45 6292 41 | 3511 | 29 |18935| 38 |18264 | 59
chrl4 - - - - - - - - - - 100 1 - - 245 1 - - 215 1
chrl5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chrl6 - - 927 312 1 - - - - 452 1 325 1 164 1 - - - -
chrl7 - - 563 417 2 1163 1 1676 3 - - 276 89 1 - - 1274 3
chr18 | 16098 | 34 |26911| 29 | 10298 | 22 20871 21 | 24808 | 38 11388 38 7516 38 | 8213 | 33 9781 21 | 18714 | 49
chrl9 - - - - - - - - - - 177 2 - - 23 1 - - - -
chr20 | 1051 1 1604 2 - - - - 580 2 - - 180 2 241 - - - -
chr21 | 18717 | 29 |24129| 34 | 13260 | 28 28097 24 26332 | 41 8315 25 10436 | 39 | 8862 | 41 |11912| 23 | 14657 | 39
chr22 - - - - - - - - - - 111 1 - - 75 1 - - 54 1
chrX | 3876 20987 | 21 7767 17 17165 15 | 11841 | 18 3516 14 4602 18 [ 4976 | 25 | 12522 | 15 |13884 | 26
chrY | 203 1 2222 6 169 1 389 1 869 6 747 6 434 6 21 1 231 1 15 1
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Tabulka 15: Kategorie 2 - celkovy pocet ¢teni patfici plodu a pocet SNPs na chromozomech v jednotlivych vzorcich po stanoveni cut-off 3

(pocet ¢teni patfici plodu uvedeny v tabulce byl zaokrouhlen na cela Cisla)

vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek
1240 1755 1877 1249 1830 3615 11705 1806 1546 3623
pocet | pocCet | poCet | poCet | poCet | poCet | poCet | poCet | poCet | pocet | poet | poCet | poCet | pocet | pocet | pocet | pocet | pocet | poCet | poCet
Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs | Cteni | SNPs
chrl - - - - 280 1 - - - - - - - - 189 1 - - - -
chr2 | 597 1 - - 722 2 2168 3 950 3 318 1 358 1 229 2 - - 2607 9
chr3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chr4 - - - - 305 1 1089 1 297 1 - - - - 82 1 - - 720 2
chr5 - - - - - - - - - - - - - - 116 1 - - 296 1
chr6 | 567 1 - - - - 804 1 822 1 - - 1143 1 - - - 1529 1
chr7 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chr8 - - - - - - - - 355 1 264 1 169 1 114 1 - - - -
chr9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chrl0 - - - - - - 1921 1 - - - - 180 1 - - - - 364 1
chrll - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chrl2 - - - - - 639 1 589 1 - - - - - - - - - -
chr13 | 13002 | 20 | 7749 8 5248 19 | 17265 14 31056 46 9049 18 | 4525 | 24 | 3487 | 29 |12104| 21 | 18272 | 60
chrl4 - - - - - - - - - - - - - - 245 1 - - 215 1
chrl5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
chrl6 - - - - 312 1 - - - - 452 1 325 1 164 1 - - - -
chrl7 - - - - 417 2 - - 1676 3 - - 162 1 89 1 - - 1274 3
chr18 | 7220 9 - - 8865 19 | 11172 7 24739 37 6874 14 | 5529 19 | 8250 | 36 3504 7 18720 | 50
chrl9 - - - - 60 1 - - - - 177 2 - - 23 1 - - - -
chr20 | 1051 1 - - - - - - 580 2 - - - - 241 - - - -
chr21 | 13741 | 15 | 3995 4 11594 | 21 | 19420 13 26373 42 5373 10 | 9282 | 27 | 8836 | 40 8372 13 | 14657 | 39
chr22 - - - - - - - - - - - - - 75 1 - - 54 1
chrX | 3125 1555 1 7316 15 8805 11932 20 2006 5 3761 10 | 4962 | 25 9537 13848 | 24
chrY | 203 1 2222 169 1 389 1 869 6 747 6 434 6 21 1 231 1 15 1
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6 DISKUSE

Sekvenacni data byla rozdélena do tfi kategorii podle genotypu plodu a matky.
Pro jednotlivé SNP v kategorii 1 a 2 byl stanoven pocet ¢teni patfici plodu. Nasledné byl
v kategorii 2 stanoven cut-off, pomoci kterého bylo rozliSeno, zda se plod pro konkrétni SNP
chova jako homozygotni nebo jiz jako heterozygotni. Cut-off byl uren tfemi riznymi zptsoby,
pro kazdy vzorek zvlast. Nasledné byl stanoven celkovy pocet Cteni patfici plodu a pocet SNPs
na chromozomech v jednotlivych vzorcich.

Po stanoveni hodnot cut-off 1 se celkovy pocet Cteni plodu ve vzorcich pohyboval
v rozmezi od 30 365 do 147 466. Median celkového poctu ¢teni plodu po stanoveni hodnot
cut-off 1 ¢inil 72 412. Po stanoveni hodnot cut-off 2 se celkovy pocet Cteni plodu ve vzorcich
pohyboval v rozmezi od 30 225 do 143 827. Median celkového poctu ¢teni plodu po stanoveni
hodnot cut-off 2 ¢inil 69 240. Po stanoveni hodnot cut-off 3 se celkovy pocet Cteni plodu
ve vzorcich pohyboval v rozmezi od 30 199 do 111 373. Median celkového poctu ¢teni plodu
po stanoveni hodnot cut-off 3 €inil 49 647.

Podrobnéjsi bioinformatickd analyza byla provedena v pfipad€é heterozygotniho
genotypu plodu v kombinaci s homozygotnim genotypem matky. V tomto ptipadé byly dale
analyzovany SNPs na chromozomu 21 a 18. Pro konkrétni SNPs na chromozomu 21 a 18 byla
stanovena fetalni frakce. Ze stanovenych fetalnich frakci na chromozomu 21 a 18 byly
sestrojeny grafy, ve kterych byly srovnany fetalni frakce v kontrolnich vzorcich a fetalni frakce
ve vzorcich s trizomii. U trizomii se oCekava vyskyt zvySené fetalni frakce na postizeném
chromozomu, diky pfitomnosti tfi kopii tohoto chromozomu u plodu, namisto dvou.
Tato skute¢nost byla u zna¢ného poc¢tu SNPs na chromozomu 21 a 18 potvrzena.

Vyskyt zvySené fetalni frakce na chromozomu 21 pfi porovnani se v§emi kontrolnimi
vzorky byl pozorovan u Sesti z jedenacti SNPs, konkrétné u SNPs s genomickou koordinatou
29511939, 30530233, 30547602, 32201835, 40819685 a 40886816. U tii SNPs, konkrétné
u SNPs s genomickou koordinatou 32201822, 32201866 a 33355605, byl vyskyt zvySené
fetalni frakce na chromozomu 21 pozorovan pouze pii porovnani s jednim kontrolnim vzorkem
(pf1i porovnani K1 a T21). U dvou SNPs, konkrétné u SNPs s genomickou koordinatou
29488141 a 40469520, nebyl pozorovan vyskyt zvySené fetalni frakce na chromozomu 21.
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Vyskyt zvySené fetalni frakce na chromozomu 18 byl pozorovan u péti z deviti SNPs,
konkrétné u SNPs s genomickou koordinatou 14795992, 34247514, 45733788, 50185210
(pf1 porovnani s T18a 1 T18b) a 56161535. Vyskyt zvySené fetalni frakce na chromozomu 18
nebyl pozorovan u ¢tyf SNPs s genomickou koordinatou 4397772, 24004300, 37212167
a 50226345.

V ramci mé bakalaiské prace byl reprezentovan pouze model, kdy se genotyp chova
jako fyziologicky. Pro presnéjsi a efektivnéjsi bioinformatickou analyzu by bylo relevantni
vyhodnotit a namodelovat i situaci, kdy se fetalni genotyp chova jako patologicky (s trizomii 21
nebo strizomii 18) a na zakladé€ rozdilu vySe zminénych modelt stanovit fetalni frakci
a vyhodnotit vysledek. Pfesné€jsi rozliSeni fetalni frakce a stanoveni aneuploidii l1ze podpofit
také zvySenim poctu analyzovanych vzorkd. V neposledni fad¢ je tieba zohlednit i kvantitativni

spolehlivost jednotlivych SNPs.
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7 ZAVER

V ramci teoretické Casti mé bakalarské prace byla sepsana literarni reSerSe zaméfena
na neinvazivni prenatalni vySetfeni volné DNA plodu v matefském séru (NIPT), posouzeni
fetalni frakce u t&€hotnych zen a rozliSeni nejCastéjSich aneuploidii s vyuzitim
jednonukleotidovych polymorfismt (SNPs).

V ramci experimentalni ¢asti mé bakalarské prace byla v programu Microsoft Excel
bioinformaticky analyzovana sekvenadni data ziskana na Ustavu Iékaiské genetiky
FN Olomouc. Ziskand sekvenacni data obsahovala amplifikované a sekvenované
jednonukleotidové polymorfismy (SNPs) na pozadovanych chromozomech. Celkové bylo
nasekvenovano 317 jednonukleotidovych polymorfismu.

Sekvenacni data byla rozdélena do kategorii podle genotypu plodu a matky
a pro jednotlivé SNP byl stanoven pocet Cteni patiici plodu. Nasledné byl stanoven celkovy
poCet Cteni patfici plodu a poCet SNPs na chromozomech v jednotlivych vzorcich.
U konkrétnich SNPs na chromozomu 21 a 18 byla stanovena fetalni frakce.

U trizomii se ofekava vyskyt zvySené fetalni frakce na postizeném chromozomu,
diky pfitomnosti tfi kopii tohoto chromozomu u plodu, namisto dvou. Vyskyt zvySené fetalni
frakce na chromozomu 21, pfi porovnani se vSemi kontrolnimi vzorky, byl pozorovan u Sesti
z jedenacti SNPs. U tfi SNPs byl vyskyt zvySené fetalni frakce na chromozomu 21 pozorovan
pouze piiporovnani sjednim kontrolnim vzorkem. Vyskyt zvySené fetalni frakce

na chromozomu 18 byl pozorovan u péti z deviti SNPs.
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9 PRILOHY

Priloha 1: Seznam sekvenovanych SNPs na pozadovanych chromozomech s genomickou

koordinatou (hg19) a identifikatorem (SNP ID)
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Priloha 1: Seznam sekvenovanych SNPs na pozadovanych chromozomech s genomickou

koordinatou (hg19) a identifikatorem (SNP ID)

chromozom genomicka genomicka identifikator
koordinata (hgl9) — | koordinata (hg19) — | (SNP ID)
zacatek konec
chrl 91313636 91313724 1s3896732
chr2 17927218 17927295 1rs12474069
chr2 67474335 67474411 rs4103194
chr2 106776855 106776944 rs1470240
chr2 189185708 189185787 rs4381753
chr2 236559882 236559976 rs12473883
chr4 40347997 40348089 1s62302178
chr4 75938202 75938282 1s1062293
chr4 175852123 175852211 1s62334419
chr5 7870933 7871021 rs1801394
chr5 34004653 34004731 rs10941112
chr6 44224870 44224969 rs575034
chr6 155751755 155751839 15231956
chr8 10935004 10935089 rs11773990
chr8 38936949 38937013 rs6474525
chr8 103288298 103288389 rs2853238
chr10 9261666 9261739 152764394
chr12 25358879 25358957 8720
chrl3 19861616 19861704 rs1831443
chrl3 19888208 19888297 1s9285353
chrl3 22249910 22250005 1s9550757
chrl3 24734936 24735040 152244601
chrl3 25075792 25075884 rs1539096
chrl3 27194791 27194879 154769507
chrl3 28536856 28536956 152481952
chrl3 30522381 30522460 rs1359475
chrl3 31470622 31470708 1s9600625
chrl3 32775087 32775174 152520702




chr13 32893715 32893796 rs9534174
chr13 33720787 33720871 rs523656
chr13 33924083 33924179 rs5011113
chr13 35664734 35664821 rs1444899
chr13 36402355 36402442 152296645
chr13 37248713 37248804 rs908695
chr13 37264318 37264407 rs1517892
chr13 37271104 37271180 1s9547646
chr13 38114364 38114450 rs7331874
chr13 38932162 38932242 rs9576514
chr13 40313007 40313080 rs9576894
chr13 41374158 41374237 rs2282022
chr13 42374353 42374433 rs9566852
chr13 42624529 42624607 rs11620075
chr13 43434982 43435072 rs1886318
chr13 43730912 43730991 rs1324017
chr13 46750334 46750401 1561949182
chr13 48461476 48461564 rs7338119
chr13 49951107 49951198 rs8002829
chr13 49961216 49961304 rs13378689
chr13 50095062 50095137 rs3765526
chr13 53197619 53197702 rs616969
chr13 53231483 53231555 1s6561675
chr13 53608589 53608659 rs2298231
chr13 53716966 53717045 rs9536364
chr13 58236840 58236913 54497560
chr13 58258075 58258150 rs9537776
chr13 61268129 61268211 rs9563833
chr13 66941756 66941842 1s9592461
chr13 66986422 66986513 rs9540739
chr13 67020922 67020992 rs3843947
chr13 67038349 67038435 rs1470370
chr13 67055964 67056040 rs9571588




chr13 67532276 67532361 rs9571703
chr13 67771672 67771749 rs1983949
chr13 69802128 69802209 rs2121293
chr13 69810190 69810263 rs9541841
chr13 69814154 69814226 rs4389038
chr13 69831867 69831942 rs9572140
chr13 69856390 69856472 rs9572150
chr13 69867642 69867726 rs17605284
chr13 69877742 69877809 rs34838074
chr13 69891813 69891901 rs2782446
chr13 70284071 70284156 rs9317836
chr13 70496913 70496992 1s9529657
chr13 70663147 70663232 rs9542174
chr13 70692666 70692748 rs8002227
chr13 70705403 70705482 rs11841483
chr13 73324744 73324829 rs9543110
chr13 73649254 73649338 rs9573096
chr13 74143139 74143211 rs9543396
chr13 74707926 74708021 rs545893680
chr13 75953697 75953765 rs6562888
chr13 75972802 75972892 rs9285295
chr13 79886645 79886725 1s7317343
chr13 79894730 79894808 rs3187338
chr13 79918262 79918344 1s2274555
chr13 79940756 79940839 1s7327603
chr13 79976408 79976485 rs9574419
chr13 79992146 79992232 rs7990321
chr13 88103934 88103999 rs9517212
chr13 88111959 88112039 rs1572883
chr13 88112930 88113017 rs9517244
chr13 92527610 92527687 rs1330472
chr13 92621986 92622072 rs9523460
chr13 92744230 92744291 154773666




chr13 93054546 93054633 rs4142024
chr13 93060775 93060844 1s7329553
chr13 93912638 93912722 rs1328372
chr13 94638210 94638295 rs9556345
chr13 95414915 95415001 rs792298
chr13 95517567 95517656 rs2209852
chr13 96444159 96444241 rs2305091
chr13 96940237 96940321 rs7998759
chr13 97482090 97482168 rs7332250
chr13 100285924 100285989 rs4771340
chr13 100925083 100925163 rs9518037
chr13 109425403 109425480 152391690
chr13 111980523 111980608 rs1359428
chrl4 50412182 50412265 rs10129382
chrl4 78838501 78838590 rs2886580
chrl6 85218685 85218772 rs8050680
chrl7 38074040 38074131 rs9303281
chrl7 78858110 78858190 1s2672875
chrl8 334695 334788 rs2305027
chrl8 4397706 4397777 rs9955475
chrl8 5781059 5781135 rs11873750
chrl8 6387903 6387972 rs236037
chrl8 6728449 6728537 rs7505283
chrl8 7783029 7783110 rs2155524
chrl8 9603268 9603349 1s678567
chrl8 9776963 9777050 rs7228583
chrl8 10604649 10604738 rs6505581
chrl8 10971127 10971212 15264243
chrl8 11013532 11013614 rs1872032
chrl8 14795951 14796029 rs9303862
chrl8 19886807 19886879 rs4800117
chrl8 20953675 20953765 rs8099409
chrl8 21814816 21814903 rs11083037




chrl8 22684031 22684103 19965569
chrl8 22871420 22871503 rs45557840
chrl8 22912566 22912643 rs9950013
chrl8 22916934 22917018 rs8084062
chrl8 24004285 24004380 rs1786254
chrl8 24073340 24073425 rs66848483
chrl8 24164647 24164735 rs7237338
chrl8 25589335 25589408 1s623234
chrl8 25603605 25603682 rs643555
chrl8 28898247 28898337 rs1426310
chrl8 29078607 29078701 1s7227984
chrl8 29095402 29095481 rs2704052
chrl8 29204191 29204270 rs1791161
chrl8 29675760 29675849 rs7238559
chrl8 31608825 31608901 rs55823517
chrl8 31623319 31623398 rs12327165
chrl8 33765960 33766057 rs607856
chrl8 34233513 34233600 rs2848904
chrl8 34247465 34247545 rs584508
chrl8 34324325 34324408 rs2303508
chrl8 34882706 34882798 rs4622585
chrl8 35105115 35105213 rs12607066
chrl8 37010705 37010795 rs1601002
chrl8 37018963 37019056 rs1482961
chrl8 37194253 37194331 152726254
chrl8 37212110 37212199 1s2726232
chrl8 41947920 41948002 rs9947029
chrl8 42296286 42296373 rs1037939
chrl8 42336405 42336503 rs4617956
chrl8 42534538 42534621 rs9783858
chrl8 43049442 43049530 rs2852286
chrl8 43104371 43104450 rs2705387
chrl8 43162841 43162934 rs10775478




chrl8 43307057 43307151 rs10432193
chrl8 43321399 43321486 rs808663 1
chrl8 43405717 43405798 rs1440822
chrl8 45733732 45733813 rs2156650
chrl8 47097427 47097508 rs3786249
chrl8 47501122 47501219 rs28671329
chrl8 48220300 48220389 rs1545129
chrl8 48980823 48980899 rs1656749
chrl8 50185187 50185270 rs1466373
chrl8 50226317 50226390 rs17682244
chrl8 50713190 50713277 rs7243019
chrl8 50743491 50743578 rs6508209
chrl8 52942795 52942883 rs1788027
chrl8 53851030 53851102 rs1944351
chrl8 55232247 55232329 rs2040241
chrl8 55909642 55909711 rs158857
chrl8 56003979 560040061 rs12051999
chrl8 56058324 56058413 rs8098126
chrl8 56161490 56161573 rs4361013
chrl8 56227793 56227879 rs7238217
chrl8 56247513 56247606 rs9944810
chrl8 56891358 56891439 rs1563713
chrl8 56968570 56968648 rs668992
chrl8 57122547 57122616 rs7229033
chrl8 59520344 59520433 1s7229834
chrl8 62013309 62013399 rs10503091
chrl8 67464630 67464717 rs1620083
chrl8 74348940 74349029 rs2406211
chrl8 77407474 77407549 rs668013
chrl8 77907035 77907128 rs1050921
chr19 28975292 28975377 rs4805218
chr20 41207329 41207413 rs6030341
chr21 15481226 15481307 rs7279700




chr21 15481356 15481435 rs7278737
chr21 15649477 15649544 rs4816274
chr21 19155795 19155878 rs243591
chr21 19401969 19402059 rs2849912
chr21 22539516 22539595 rs11909114
chr21 22554566 22554651 rs2826721
chr21 22556023 22556108 rs1598
chr21 23122543 23122629 rs1735969
chr21 27522864 27522953 rs12483003
chr21 27824259 27824339 15219649
chr21 27824574 27824658 rs150755
chr21 27825288 27825370 rs219650
chr21 27929806 27929892 15222966
chr21 28337067 28337159 rs28483968
chr21 29488140 29488213 r$s9979020
chr21 29509163 29509249 rs10154107
chr21 29511876 29511964 rs4817220
chr21 29580435 29580520 rs2831641
chr21 30521868 30521949 rs2832216
chr21 30530213 30530301 rs1999321
chr21 30547577 30547653 rs2832236
chr21 30623072 30623165 rs10460703
chr21 31198682 31198768 rs466013
chr21 32201773 32201868 rs9982675
chr21 32727112 32727202 rs2243936
chr21 33355535 33355622 rs2096512
chr21 34017786 34017870 rs2406
chr21 35253856 35253945 rs9978563
chr21 35321279 35321358 152154567
chr21 35323783 35323869 rs7280837
chr21 35334543 35334638 1s766425
chr21 35795327 35795416 rs2834481
chr21 35819041 35819127 rs3453




chr21 35821401 35821486 rs2070357
chr21 36335949 36336037 152834694
chr21 36421016 36421101 rs8133634
chr21 36753706 36753788 rs2742146
chr21 37695439 37695528 rs9305584
chr21 38129069 38129157 rs2845804
chr21 38444849 38444935 rs2298682
chr21 38449458 38449523 rs1015551
chr21 38455313 38455399 rs2835574
chr21 38455875 38455961 rs2835575
chr21 38839096 38839179 rs7279050
chr21 39113075 39113165 rs1892681
chr21 39145992 39146079 rs1160350
chr21 39153979 39154065 1s2226356
chr21 39245475 39245563 1s725573

chr21 39602539 39602623 rs2898348
chr21 39671423 39671504 rs2230033
chr21 39815766 39815853 rs2836402
chr21 39816751 39816838 rs2836405
chr21 39965525 39965601 rs2244890
chr21 40469512 40469595 rs378108

chr21 40533106 40533198 rs1888489
chr21 40536747 40536836 rs2836926
chr21 40545594 40545674 rs2836930
chr21 40552285 40552372 rs3171465
chr21 40564842 40564930 rs2836934
chr21 40596691 40596778 rs2836945
chr21 40819665 40819750 rs2049823
chr21 40875282 40875366 rs9984305
chr21 40878560 40878651 rs4818044
chr21 40886777 40886849 152246616
chr21 41000335 41000427 rs651029

chr21 41509266 41509352 rs741801




chr21 41625872 41625957 rs7280961
chr21 41920416 41920499 1572613624
chr21 44293721 44293816 rs2248490
chr21 44339309 44339403 rs2187247
chr21 46922384 46922467 rs7409857
chr22 30519119 30519199 rs4823075
chrX 193409 193509 rs28432303
chrX 322138 322226 rs3813594
chrX 329787 329885 rs4906980
chrX 594080 594168 rs28574910
chrX 1388512 1388596 rs28874598
chrX 1531684 1531775 rs5949004
chrX 1597777 1597857 rs4933159
chrX 2139572 2139652 rs34553691
chrX 2142003 2142089 rs138415145
chrX 2322091 2322169 rs7062927
chrX 2361423 2361499 rs6642165
chrX 2619447 2619536 rs311042
chrX 2621424 2621516 rs311045
chrX 2633741 2633833 rs5982579
chrX 2638082 2638172 rs3763368
chrX 2688415 2688511 rs2857323
chrX 2689488 2689579 rs311149
chrX 5890012 5890102 rs12393905
chrX 12201038 12201123 rs12690196
chrX 14612337 14612423 rs2238912
chrX 15490833 15490908 rs4830955
chrX 18322596 18322680 rs5955962
chrX 18839866 18839959 rs12006722
chrX 21655313 21655399 rs5951454
chrX 21901874 21901957 rs5951476
chrX 22599871 22599958 rs5970600
chrX 23179374 23179447 rs5971046




chrX 26210560 262100641 rs11795624
chrX 27759518 27759615 rs5926893
chrX 28635442 28635525 rs12688555
chrX 32113727 32113806 rs1630727
chrX 36373306 36373390 rs7886097
chrX 39246474 39246563 rs5963125
chrX 43553158 43553246 rs909525
chrX 45366107 45366197 rs11091163
chrX 48206871 48206959 rs6609714
chrX 57313340 57313435 rs2516023
chrX 103912873 103912961 rs12690006
chrX 107460454 107460539 rs944629
chrX 109365188 109365268 rs5985446
chrX 117574339 117574424 rs5956996
chrX 140948030 140948101 rs5954449
chrX 149539523 149539611 rs5925535
chrX 151092625 151092704 rs1047251
chrY 2902796 2902885 rs9786562
chrY 6930991 6931088 1s72617693
chrY 8679782 8679856 rs3853054
chrY 14898084 14898164 rs13305774
chrY 15472857 15472937 rs9786043
chrY 15529829 15529904 rs57351463
chrY 21125416 21125481 rs61797733
chrY 21730238 21730325 rs3900




