Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta

Katedra buné¢éné biologie a genetiky

Fragmentacni profil volné fetalni DNA
u gravidnich zen.

Diplomova prace

Bc. Jana Blumenthalova

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Molekularni a béana biologie

Forma studia: Prezéni

Olomouc 2009 Vedouci prace: Mgr. Radek Vagka, Ph. D.



Prohlasent:

ProhlaSuji, Ze jsem tuto diplomovou praci vypradaveamostatha s pouzitim zdrdj
uvedenych v seznamu literatury. Yigact obhdajeni prace s kladnym vysledkem
souhlasim s tim, aby moje prace byla uloZzena vdumié a slouzila ve shads mymi
autorskymi pravy zajeniien o moji diplomovou praci, protoZze jsem sidema, Ze tato
prace byla vypracovana jako s$ast mych povinnosti v ramci studijniho programu,
jehoz diti vysledky jsou zaroweplnénim badatelskych dilustavu, fakulty a univerzity.

V Olomouci dne: ........ccceeuenene. PodpIS: v
Bc. Jana Blumenthalova



Souhrn

Objeveni volné fetalni DNA v krevni plazniehotnych Zen ukéazalo novou cestu
k neinvazivni prenatalni diagnostice. Fetalni DN&A wsmatéské plazm vyskytuje ve
formé fragmenti rizné délky. Tato DNA ma sy ptvod pravépodobr ve vyvijejici se
placené. Fragmenty volné fetalni DNA jsou celkownensi nez molekuly matkého
puvodu a jejich velikost se pohybujdilgizné v rozmezi od 100 — 700 bp. Fragmenty
nad 1 kb pat prevazre matce. Nukleové kyseliny ziskané z krevni plazeeydeparovat
pomoci gelové elektroforézy. Fragmenty poZzadovaekkasti mohou byt izolovany
a poté amplifikovany pomoci PCR.

V nasi praci jsme analyzovali fetalni DNA muZzskéohlavi izolovanou z krevni
plazmy thotnych Zen. Pro analyzu fetalni DNA jsme zvoliiparni elektroforézu
a sekvence AMELX a AMELY. Pro srovnani vyslédisme na #kolik vybranych
vzorka pouzili také real-time PCR pro SRY sekvenci.

Kapilarni elektroforéza detekovala fetalni DNA v@,8! %. Real-time PCR
analyza v 72 %, avSak s mnoherSim rozptylem nagienych hodnot. Vztah mezi
mnozstvim fetalni DNA v jednotlivych frakcich a tyeim thotenstvi nebyl prokazan.



Summary

The discovery of cell free fetal DNA in blood plasmf pregnant women resulted
in a new way of noninvasive prenatal diagnosisaHeNA in maternal plasma is found
in the form of fragments of different lengths. THMNA probably originates from the
growing placenta. The fragments of cell free fdA are smaller in size than the
molecules coming from maternal tissuasd their size varies approximately from
100 to 700 bp. Fragments which are larger than Jardgpredominantly found in the
bodies of mothers. Nucleic acids which were exé@cfrom blood plasma can be
separated by gel electrophoresis. Those fragméridermanded size can be isolated and
then amplified by PCR method.

In this research, we analyzed male-specific fetdlADvhich was isolated from
blood plasma of pregnant women. In order to analyetal DNA, capillary
electrophoresis and AMELX and AMELY sequences wesed. Moreover, real-time
PCR was used for SRY sequence detection in sesanmgbles. The results obtained from
these two methods were compared.

40.6 % of fetal DNA was detected by capillary elephoresis. On the other
hand, real-time PCR analysis detected 72% of feddl. However, the results of this
analysis ranged greatly compared to the resultapillary electrophoresis. The relation

between the percentage of fetal DNA and a weekexrancy was not found.
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1 Uvod

Prenatalni diagnostika je jiz tr&dé zaloZena na invazivnich metodéch, jakymi
jsou amniocentéza (AMC) nebo adlrchoriovych klki (CVS), @i kterych se odebiraji
buiky plodu pro cytologické, cytogenetické, molekutagenetické ¢i biochemicke
vySeteni. Invazivni metody vzdy &itym zpisobem zasahuji do oblasttlohy, proto
zde hrozi sice malé, avSak vyznamné riziko poSkiagziedu. V gipadct 0,5-1 % jeding,
muze dojit dokonce potratu. Z tohotéwbdu stoji neinvazivni metody pigali zajmu jak
veédci, tak i klinické praxe.

Metody jako ultrasonografie nebosteni markeit v matéském séru jsou véiné
praxi vyuzivany Kk primarnimu celoploSnému skriningerozenych  vyvojovych
malformaci. Vysdeni zahrnujici analyzu fetalnich (placentalnichyoofozéni se
z velké casti stale provadi formou invazivni.ckblik poslednich desetileti vSak bylo
vénovano vyzkumu fitomnosti busk a nebuséné DNA fetalniho pvodu v krevnim
ob¢hu matky.

Mnoho typi burgk pronika ges placentu a dale cirkuluji v me&gkém krevnim
ob¢hu. Jsou to trofoblasty, jaderné erytrocyty a lewkp (Schrodeet al, 1975). Tyto
buiky plodu se v krvi matek vyskytuji v nizké koncextlr avSak pedstavuji vyznamny
zdroj fetalnich gein pro prenatélni diagnostiku. Obohacovani a izak&dito burk pro
naslednou analyzu byl&wovana vysoka pozornost, ale ukazalo se¢g&na technik je
caso¥ i technicky naréna nebo jinak slozita na realizaci. Tato omezednjda hledani
alternativnich zdrdj genetického materialu plodu, kterym se nakoneczalkabyt krevni
plazma a sérunghotnych Zen, obsahujici nelidnou DNA plodu.

Nukleové kyseliny vola cirkulujici v lidské krvi byly objeveny jiz v poloné
minulého stoleti. Zaslouzili se o to francouz&ta Mandel a Métais v roce 1948. DNA
i RNA nalezli v plaznd a séru paciefta také ughotnych Zzen (Mandel a Métais, 1948).
Uspsdna detekce Y chromozomalnich sekvenci fetalniinogu v matéské plazng
a séru (Leet al, 1997) nabidla pak nové moznosti neinvazivni pnadiagnostice.

Snahou ¥dci v dnesni dob je tedy zandit se dikladnsji na poznani fetalni
DNA cirkulujici v matéském olhu a zkvalitnit tak p& o plod i €hotnou Zenu.
K tomuto ®&elu slouzi itato prace. Praktickast je zarsfena na analyzu fragmentace
volné plazmatické DNA a jeji kvantifikaci pomoci girni elektroforézy a na
optimalizaci postupu separace podle velikosti mallek/ ¢asti teoretické shrnuje

poznatky o volné fetalni DNA.



1 Soucasny stav FeSené problematiky

1.1 Nukleové kyseliny v krevni plazné

Jak jiz byloteceno dive, nukleové kyseliny vokhcirkulujici v lidské krvi byly
objeveny uz v polovi minulého stoleti Mandelem a Métaisem konk&étrroce 1948.
Tato prace vSak byla zapomenuta az do roku 1966 skdcirkulujici DNA dostala do
popedi zajmu diky studiu autoimunitniho onemé&tin systémového lupus
erythrematosus (SLE) (Tatal 1966). Na potencialni diagnostickyimos zjiséni
celkové koncentrace vaircirkulujicich nukleovych kyselin bylo poprvé pouiéo az
koncem sedmdesatych let minulého stoleti. S tirdtezem piSel Leonet al a poukézal
na fakt, Ze v plazghpacient s jiz metastadzujicimi nadory je mnozstvi cirkudujpNA
vySSi nez udch s ohrarienym nélezem, a také na to, Ze mnoZstvi volné DNWeaxne
klesa po aplikaci radioterapie (Lecet al, 1977a). PozgSi vyzkumy ukazaly, Ze
zvySenou hladinu DNA iZeme najit nejen v plazrimemocnych SLE nebo u paciént
s rakovinou, revmatoidni artritidou (Leoet al 1977b), u #kterych virovych
onemocgni, jakym je nafiklad virova hepatitida B (Hanseret al 1994;
Wenet al, 1994), u akutniho infarktu myokardu (Antonatost al 2006;

Rainer a Lam, 2006) a u dalSich onentoén

2.2 Fetalni DNA

V roce 1997 Loet al popsal vyskyt fetalni DNA v plazéna séru nastavajicich
matek na zakladdetekce Y chromozomalni sekvence uz po osmi tydrdwtenstvi
(Lo et al, 1997). O rok poziji ten samy autor podava &lectvi o tom, Ze se mnoZzstvi
této DNA zvySuje s postupujicinihiotenstvim (Loet al, 1998). Honda se svymi kolegy
studoval ndnici se koncentrace fetalni DNA v krevnimebb matek Bhem jednotlivych
fazi gravidity a zjistil, Ze prvni dva trimestry ed sebe koncentraci DNAiBS neliSily,
zato ve tetim trimestru zaznamenal znatelny usér (Honda et al, 2002). dem
fyziologickych €hotenstvi se tedy koncentrace DNA cirkulujici v efsité plazmd meéni.

Za naist je zodpowdna DNA vyvijejici se placenty a plodu, ktera pkando krevniho



ob¢hu matky. Koncentrace plazmatické DNA matkyustava konstantni
(Birch et al, 2005).

Nekteré prace uvagi, ze znerena fetalni DNA nmize cirkulovat v krvi matky az
nekolik let po porodu. Bianchet al priSla se zji&nim, Zze muzskad DNA je v éhu
detekovatelna i 27 let po porodu potomka muzskéblolawi. Naproti tomu mnoho
dalSich studii toto tvrzeni popira a naopak dokazej DNA plodu je po porodu velmi
rychle z matéského krevniho aihu odbouravana (Let al 1999; Hondeet al, 2002;
Lauet al, 2002; a dalsi).

Jisté je, Ze objeveni nukleovych kyselin plodu evkri plazné budoucich rodiek je
nalez zasluhujici si pozornost Sirok&dgcké véejnosti. PestoZe na toto téma jiz bylo
vypracovano porrné velké mnozstvi studii,istava jedt mnohé, co jeieba osyitlit.
Samotny fvod nukleovych kyselin plodu v krevni plagma séru &hotnych

Zen ani mechanismus jejich vzniku neni dodnes zugksrEn.

1.1.1 Mechanizmus vzniku nukleovych kyselin cirkulujicichv plazmé

Za hlavni mechanizmy vzniku plazmatické DNA jsouv@ovany apoptéza,

nekrdza a aktivni uvabvani DNA buikami.

1.1.1.1Aktivni uvol iovani DNA buiikami

Pro aktivni uvalovani DNA do plazmy sid¢i prace Maurice Strouna a jeho
kolegi (Strounet al, 2001), kt& ve své studii porovnavali charakter DNA usavané
do kultiva&tniho média biokami tk&ovych kultur, v nichz byla apoptéza du
stimulovana, nebo naopak inhibovana. V obdipgdech se v kondiciovaném médiu
objevila DNA typicky fragmentovana, a to i u kultjimz bylo v apoptdze zabramo.

1.1.1.2Nekr6za

Pritomnost DNA pochazejici z nekrotickych Ikn prokazala jina studie
(Jahret al, 2001), kdy byly plazmatické nukleové kyseliny jgadti s rakovinou
podrobeny gelové elektroforéze spolu s DNA ziskanavlivnénych bugénych kultur.

Podle typické fragmentace byla potvrzen#&tgmnost DNA fragmerit vzniklych
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apoptézou, ale byly pozorovany také fragmenttgivnez 10 000 bp coz je typické pro
nekrozu. Proti teorii volné DNA ipvazri nekrotického fivodu u pacierit trpicich
rakovinou vSak sidci prace od Leonat al, kdy po aplikaci radioterapie na pacienty
klesla plazmaticka DNA az o 90 % (Leehal, 1977a).

1.1.1.3Apoptoza

Jako nejpravépodobrjSi zpisob zrodu volné fetalni DNA cirkulujici v masieé
plaznt se jevi prav apoptéza. Jedna se totiz o rejp&jSi typ buréné smrti
(Rudinet al 1997). Jestlize se dehmkli 1010 bursk, mglo by byt zhruba stejné
mnoZstvi odbourano Kli udrZzeni homeostazy. To tedy znamena, Ze 1-1INg bize
byt u dosplého ¢loveka denw degradovano (Lichtensteiet al, 2001). A i takovém
mnozstvi neni f@kvapuijici, Ze &které nukleové kyseliny degradaci uniknou a obgevi
v plazng. Degradace DNA, tedy Stipani, neni proces nahodtey,podléha regutai
kontrole. BEhem thotenstvi mohou byt kontrolni mechanisnighdceny, nebo regulace
probiha jinym zfisobem.

Fetalni DNA v krevni plaz# (séru) neni okam#&t metabolizovana, je proto
mozné pedpokladat, Ze je chréma uvnit tzv. apoptickych disek, nebo je sasti
nukleozont. Halicka et al prokazala, Ze dhem programované b&né smrti existuje
odcklené sbaleni DNA a RNA doaznych apoptickychétisek. DNA a RNA nejsou
piitom nikdy sbaleny spode¢ (Halickaet al, 2000). Bischoff se svymi kolegy pouZili
Akridinové oranze k obarveni nukleovych kyselindslednou separaci naupskovém
cytometru za €elem zachyceni Akridin oranz-pozitivni neldané frakce. Tato frakce
byla dale analyzovana pomoci real-time PCR pro &fikaci Y-specifické sekvence
(DYS1) fetalniho pvodu. Kvantifikaci pedchazela mikroskopicka analyza odhalujici
apoptickd &liska obsahujici DNA (Obrazek 1). Real-time PCR lyme odhalila
podstatné obohaceni fetalnich sekvenci. Z 2,8 %esek ziskanych z cytometricky
netidénych vzorki stoupla na desetinasobek této hodnéitywz badatelé demonstrovali,
Ze tato ¢liska obsahuji fetalni DNA — resp. Y-chromozomovékvence
(Bischoffet al, 2004).
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Obrazek 1:Fotografie apoptickychelisek v peletu matské plazmy, provedena pomoci

transmisniho elektronového mikroskopu.

Prevzato zlanku: Bischoff FZ, Lewis DE, Simpson JL. Cell-ffeeal DNA in maternal blood: kinetics,
source and structure. Hum Reprod Update 2005 Jan-E&(1): 59-67.

Jak jiz bylo uvedeno vySe, vznik volné fetalni DNusime hledat ievazré
v apoptéze. Volnd DNA v plazénje Stipana nukleazami na fragmenty o specifické
velikosti (C&" a Md* dependentni endonukledzy), nebo je degradovanaet &lo
studoval fluktuace fetalni DNA v krevni plazmastavajicich matek a jeji kvantifikaci
po porodu. V¥tSina ze sledovanych Zen (sedm z osm§lanjiz 2 hodiny po porodu
nedetekovatelnou koncentraci fetalni DNA ve sv&pta Polaas rozpadu nukleovych
kyselin plodu byl odhadnut na 16,3 minuty (rozmeztudovanych jediricbylo 4 — 30
minut). Za pedpokladu, Ze zde nehraji rolékteré nedekavané faktory souvisejici
s porodem, auto spekuluji, ze fetalni DNA musi byt stale uoVana do matského
krevniho olshu a to ve velkém mnozZstvi. Jejich kalkulace ndadékstudia degradace
fetalnich sekvenci uvadi, Ze uitobVani musi probihat rychlosti ggnérng 2,24 x 10
kopii/min (Loet al, 1999).
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1.1.2 Tkarnovy pivod fetalni DNA

Jako nejpravépodobrjSi zdroje fetalni DNA cirkulujici v krvi &otnych Zen
se jevi nejvice placenta, pak hematopoetickékpia v neposlednfads také plodova

voda.

1.1.2.1Placenta - zdroj volné fetalni DNA

Hlavnim zdrojem genetického materialu plodu, tdeebného do krevniho ¢bu
matky, se ukazuje byt placenta (Watagaretral, 2004). JiZ zmiovana prace sdcici
pro tuto teorii byla napsana v roce 1999 doktoremaljeho kolegy, ki& pozorovali
rychlé odstraovani fetalni DNA &sné po porodu. U #tSiny Zen, které se této studie
Gcastnily, bylo mnoZstvi DNA plodu v jejich krvi nettkovatelné uz avhodiny po
porodu (Loet al, 1999).

Nalezeni mRNA transkrift specifickych pro placentalni hormony, konkgétn
lidsky placentalni laktogen (hPL) xpodjednotku lidského choriového gonadotropinu
(B-hCG) v mateské plazm, také sedci o placentdlnim jvodu fetalni DNA
(Ng et al, 2003).

Sekizawaet al srovnaval relativni koncentrace fetalni DNA v kmé\plazng
matek v piibéhu €hotenstvi a mateké DNA v umbilikalni (pupénikové) plazn.
Median nansienych hodnot koncentrace fetalni DNA v nigk& plazm byl 14,3 %
(rozmezi hodnot od 2,3-60 %), a median koncentraagfské DNA v umbilikalni
plaznme (z pupeénikove krve) byl 0,9 % (rozpi: 0,2-8,4 %). Z nagfenych hodnot
vyplyva, Ze mnozstvi DNA plodu cirkulujici v més&é plazn je podstaté vysSi nez
mnozstvi DNA matiského fvodu, které se nachazi v pdpé&ové krvi
(Sekizaweet al, 2003). Tato data ukazuji, Ze v§ma genetického materialu mezi matkou
a plodem je nerovnoéma, \tSi podil gedstavuje fetalni DNA pravgodobré praw
diky placen.

Volna fetalni DNA byla v matské plaznd prokazana jest diive, nez je
feto-maternalni cirkulace tbec vytvdena (Bianchi 2004). Tento nalez podporuje
hypotézu, Ze tato DNA je trofoblastickehdivpdu. Rivod fetalni DNA v placert

dokazuje také studie vedena Alberrym, ktera angdyzzorky ziskané od pacientek
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s aembryotickym ¢hotenstvim — embryo zem v ranych fazichéhotenstvi, ale stéle
dochazi k rozvoji trofoblastu. Gen DYS14 na Y chomdmu byl analyzovan v krevni
plazme Zen postizenych touto chorobou a také u zen zdravZadny vyznamny rozdil
mezi nandirenymi koncentracemi nebyl zaznamenan (Albetrgl, 2007). Tyto poznatky
zasada prispivaji k potvrzovani teorie, Ze volna fetalni DNArevnim okhu €hotnych
Zen je pevazr trofoblastického (placentalnihojiyodu.

1.1.2.2Hematopoetické buiky — zdroj volné fetalni DNA

Jinym zdrojem nukleovych kyselin plodu mohou byimia¢opoetickée bitky.
Fetalni buky a fetalni DNA se vyskytuji spala¢ v krevnim olshu €hotnych zen. Jak
jiz bylo feceno dive, buiky plodu jsou v krvi matky zastoupeny veliidce, Bianchi
spolu se svym tymem detekovala v krvi zdravych Z#iblizné 1 fetalni buku
na 1 mililitr matéské krve. Fetalnifspivek se zvysil pouze vifpadt aneuplodidnich
tehotenstvi (Bianchi, 2004). Celkovy podil fetalni BNe témer 1000 krat vysSSi
v plazne nez v burcné slozce periferni krve matky (Ariga al, 2001; Loet al, 1998).

Jaderné erytrocyty plodu mohou byt identifikovaiiy\ patém tydnushotenstvi
(metoda MACS-magnetic activated cell sorting) (Gamnset al, 1994), &koliv se jejich
koncentrace v ibéhu €hotenstvi mini (Bianchiet al, 1997). Nktefi autdi uvadi, ze
koncentrace jadernych erytro@yt mize s postupujicim éhotenstvim st
(Ganshirtet al, 1994; Xiaoyaret al, 2004), vysledky jinych praci naproti tomu ukazuji
Ze koncentraceéthto burkk naopak v pibéhu druhého trimestru klesa a &kierych
piipadech jsou erytroblasty dokonce nedetekovatel&igd et al 2001;
Lim et al, 2001).

Sekizaweet al pouzil TUNEL test (TdT-mediated dUTP-biotin nickcelabeling)
pro zjiS€ni mnozstvi buék v krevnim okhu, které jsou v apoptdéze. Tato metoda je
zaloZena na ziani DNA fragment pomoci terminalni deoxynukleotidyl-transferazy,
ktera se specificky vaze k jejich 3"-OH konci, &ledné syntéze polydeoxynukleotidu.
Zjistil, Ze téntt 43 % z &échto hematopoetickych bek v matéském krevnim okhu
podstupuje apoptézu (Sekizawa al, 2000). Hristoskova se svym tymem pozorovala
obdobné vysledky #p analyze pupénikové krve, v jejich praci bylo té&h 60 %
erytroblast TUNEL pozitivnich (Hristoskoveet al, 2001). Apoptické fetalni hbiky
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v detekovatelné koncentraci byly objeveny v plazt¢hotnych Zen také tymem Van
Wijka (2000).

Tyto prace nazriaji, Ze mnoho fetalnich bgk prekonavajicich feto-maternalni
rozhrani podstupuje programovanou &imou smrt a mohou byt tedytpodcem
genetického materiadlu v krevnim &t matky. Tuto teorii také podporuji zvySené
hodnoty fetalnich buik i volné DNA @i nejrizn€jSich komplikacich, jmenoitse jedna
nagiklad o preeklampsii (volna DNA se zvySuje atkpat — Loet al, 1999a)ci fetalni
trizomii 21 (Bianchiet al, 1997, Loet al, 1999b). V krevni plazentéhotnych Zen byla
nalezena také mRNA pro fetalntglobin, detekovand Wataganareiu al u v3ech
vySetovanych gravidnich Zen, ktery je typickym markerengthroidnich buék plodu
(Wataganarat al, 2004).

1.1.2.3Plodovéa voda — zdroj volné fetalni DNA

Velké mnozstvi fetalni DNA bylo nalezeno také vduoeé vod
(Bianchiet al, 2001), ktera nize byt dalSim zdrojem genetického materialu plocato
hypotéza pedpoklada prostou difuzi kratSich molekul DNA zqoeé vody pes
placentu nebo membrany do krevnihogtlp matky. Hodnoty DNA plodu nalezené
v plodové vod byly priblizné 100 az 200 krat vysSi nez hodnoty & v krevni
plazmé matek (Bianchet al, 2001). Byla zji&na pozoruhodna rozdilnost mezi
velikostmi jednotlivych DNA fragmeiita vyzkum také ukazal, Ze jednotlivésti DNA
izolované z amnionové tekutiny zastupuji cely gemadu. Divodem tétoiznorodosti
je pravd&podobr fakt, Ze tato DNA pochazi #iznych fetalnich tkani, nebs plodovou
vodou se dostavaji do kontaktu plice, ledvinyzek a gastrointestinalni systém plodu
(Lapaireet al, 2007).
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1.1.3 Kilinicka aplikace

VySeteni volné DNA plodu ziskané z periferni krve matkgziva masivni
rozvoj. Analyza chromozomalnich poruch ovSem stakava tvrdym tiskem, hlava
z divodu vysokého pozadi ve foénmatéské DNA. Fetalni DNA tvii necelych 10 %
z celko¥ zjiSttného mnozstvi volné DNA v plazm(Lo et al 1998). Proto se &dci
zan®fili na hledani variability mezi alelami maskymi a €mi nalezejicimi plodu.

Nejlépe zvladnutou technikou je vyBmti Y-specifickych sekvenci plodu,
kterych se Zzehnedostava, proto jsou snadno detekovatelné a fékophtelné z krevni
plazmy i séra budoucich matek. Klinicka aplikachoto gistupu spoiva ve zjiséni
plodi muzského pohlavi vifpadech, kdy hrozi riziko genetické choroby vazané
na X-chromozom. Hondet al ve své praci navrhoval, Ze z{igt pohlavi plodu pomoci
DNA analyzy z krevni plazmyehotnych Zen by mohloipdchazet rozhodnuti, zda je
nutné pistupovat k testovani invazivnimu. PouZzitim konsrdnPCR prokazal 100%
citlivost pri urc¢eni plodi muzského pohlavi v sedmém tydghdtenstvi. Stejné citlivosti
dosahl také u pladnachazejicich se v patém tydnu prenatalniho vy\ages pouzitim
real-time PCR (Hondat al, 2002).

Podobnost mezi dramaticky rostouci koncentraci &détalni DNA v krevnim
ob¢hu Zen s postupujicinghiiotenstvim a zvySenou koncentraci volné DNA u pagie
trpicich rEkterou z rakovinnych forem, nabizi otazku, zda atbdde zvySena
koncentrace volné fetalni DNA®e byt indikatorem rozvoje patologickyathotenstvi.
V prabéhu €hotenstvi se five objevit velké mnozstvi négrejSich komplikaci, a jak
uvadi sodasny vyzkum, u mnohych byla prokadzana zvysena imdaf@italni DNA.

Velky duraz se klade na zji&ti rozdili mezi koncentracemi volné fetalni DNA
u fyziologickych thotenstvi a graviditami s aneuploidnimi plody. jiakbylo uvedeno
vySe, aneuploidie plodu jsou jednou z hlavniditip rozvoje neinvazivni prenatélni
diagnostiky. Doposud byly zfigvany amniocentézou fipkteré hrozi riziko poskozeni

plodu, nebo pomoci vyseni klki choria.
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1.1.3.1Aneuploidie

Ukol porovnat hodnoty koncentraci fetalni DNA uibtpgickych a aneuploidnich
t¢hotenstvi na sebe vzal doktor Lo se svymi kolegyfilMkoncentrace volné fetalni
DNA z krve thotnych Zen nachazejicich se ve druhém trimestmgtd/praci se spojuji
vysledky ze dvou pracouis- z Hong Kongu a Bostonu. Bostonské vysledky ¢amych
koncentraci plo@l postizenych trizomii 21. chromozému bylyaperné 46,0 GE/m
(GE - ekvivalent genomu) a koncentrace DNA u ewi@h plodt muzského pohlavi
(kontrola) 23,3 GE/ml. Vysledky z druhého pracaviByly zhruba srovnatelné a uvadi
pramérnou koncentraci u plads trizomii 48,2 GE/ml a u kontrol 16,3 GE/ml. Tato
studie tedy prokazala dvojnasobny uslr genetického materialu v krevni plagm
t¢thotnych Zen s aneuploidnimi plody oproti fyzioldgim thotenstvim
(Lo et al, 1999D).

Ke stejnému z&ru dodla také &decka skupina ze Svycarska, ktera se taktéz
zabyvala porovnavanim koncentraci volné fetalni DidAormalnich a aneuploidnich
t¢hotenstvi. Skupina pracovala s plody s trizomienii, 218. a 13. chromozému.
Pramérna koncentrace DNA pldds trizomii 21 byla 185,8 GE/ml coz byl takéhtizné
dvojnasobek nagitené hodnoty u fyziologickyckehotenstvi (81,9 GE/ml). U ostatnich
abnormalnich&hotenstvi nebylo zvySeni prokazatelné (Zhehgl 2000). Naiist volné
fetalni DNA u plodh s trizomii 21. chromozomu potvrdil také Bauer sgns tymem.
Median namsiené koncentrace fetalni DNA byl 8 GE/ml, ¢hatenstvi s trizomii 21
naneiili 141 a 879 GE/ml. V této praci byl tedy zaznareraz dvouttinovy nafist
cirkulujici DNA plodi s trizomii (Baueet al, 2006).

Jiné prace zabyvajici se timto tématem vSak negibtvwyrazné zvySeni fetélni
DNA pii trizomii 21. chromozému. Nd&klad Ohashiet al pracoval s plody v 15.-17.
tydnu prenatalniho vyvoje a v porovnani s fyziotdgm €hotenstvim byla gimeérna
koncentrace fetalni DNA v krevni plazmmatek plod s trizomii 21 dokonce jeStirne
niz8i (Ohashiet al 2001). Obdobné vysledky také&epnesla studie veden&dci
z Nizozemi. Vyznamny nast koncentrace volné fetalni DNA ghbtenstvi s trizomii
21. chromozomu nebyl prokazan, avSak celkova kdrmes cirkulujici DNA

v maternalnim okhu byla vysSi nez u fyziologickychhotenstvi (Spenceat al, 2003).
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1.1.3.2DalSi priciny zvySené koncentrace fetalni DNA

Abnormalré vysoké koncentrace volné fetalni DNA v krevni pi&zmatek byla
pozorovana také whterych dalSich komplikaci, jakymi jsou preeklangpsi
(Swinkelset al, 2002; Smid 2001),ipcasny porod (Leungt al, 1998), feto-maternalni
krvaceni, polyhydramniod invazivni placentace (Tong a Lo, 2006).

Zvysena hladina nukleovych kyselin plodu v krevrihu matek mze byt tedy
dobrym indikatorem pro monitorovani fyziologickyclpatologickych podminek vyvoje
plodu a zdravotniho stavu matky. Mechanismus, jalegnzvySuje koncentrace volné
fetalni DNA v matéské plazm, neni jest zcela objastn. Nekteré prace hovd ze
nagiklad za zvySenim koncentrace plazmatické DNi#dpgedtasnym spontannim
porodem niZe byt naruSeni placentalni bariéry (Lewtgnl, 1998). Ingargiola naproti
tomu uvadi, Ze #hem normalniho poroduit@dném terminu ke zvySeni fetalniho DNA
v plazmé matky nedochazi a také porodni kontrakce n& nemaji vliv

(Ingargiolaet al,2003).

1.1.3.3Mozné aplikace analyzy NK plodu

Analyza fetalni DNA cirkulujici v okhu matky nfize byt uZiténym nastrojem
klinické praxe v mnoha ohledech. Touto metodouug# pohlavi plodu (Y-specifické
sekvence), jeho Rh faktor, a s vyuzitim kvantifi&ka@keé jiz zmitné aneuploidie.
Nekteré prace fedstavuji vyuziti cirkulujici DNA plodu ke zji&ti dalSich genetickych
abnormalit, jakymi jsou &licné poruchy autozomamominantni — myotonicka distrofie
(Amicucci et al, 2000), Huntingtonova choroba (Gonzalez-Gonzaleal 2003); nebo
genové mutace jako néklad achondroplasie (Saitt al, 2000). Také je mozno zjistit
nekteré choroby autozomalmecesivni, naipklad cystickou fibrozu (Gonzalez-Gonzalez
et al 2002), neb@-talasemii (Chiuet al, 2002). Akoliv zde existuje spousta mutaci,
vySeteni se zakladaipvazr na kontrole patern&nziskanych genovych sekvenci.
NejcastjSim cilem neinvazivni prenatalni diagnostiky jsegak stale aneuploidie

a z nich pedevsim Dowilv syndrom (trisomie 21. chromozdomu).
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1.1.4 Velikost fragmenti

Je teba polozit jest mnoho dilezitych otazek tykajicich se charakteristiky volné
fetalni DNA cirkulujici v krevnim okhu €hotnych Zen. Jednou z takovychto otazek je
bezpochyby zji&ni velikostniho rozlozeni a kvantity DNA plodu v te@ké plazm.

Prvni praci zagtenou na odhaleni délky fragmérdirkulujici nebugcéné fetalni
DNA byla studie provedena roku 2004 Chanem a jebledy. Tato prace se zabyvala
velikostnim rozlozenim fetalni a més&é DNA v krevni plaztéhotnych Zen. Analyza
probihla pomoci kvantitativni PCR zatené na dva konkrétni geny: na leptin a SRY.
Leptin je umistn na chromozomu 7 a jgipmny ve vSech lidskych fikach, SRY gen
je lokaloizovan na chromozomu Y. ProtoZe jen 6,3 %elkové DNA vyskytujici se
v krevnimiegisti béhem tetiho trimestru pat plodu (Loet al, 1998), byla pomoci genu
leptinu charakterizovana DNA masgého pvodu, SRY pak charakterizovala
piitomnost plod muzského pohlavi.

Chanet al priSel se zji&nim, Ze v koncentracich fragménhensich nez 200 bp
nebyl mezi ¢hotnymi a nethotnymi Zenami vyznandsi rozdil, avSak ve fragmentech
vétSich byl rozdil jiz patrny. Uehotnych Zen byly fragmenty delSi nez u Zen, které
tehotné nebyly. DalSi vyzkumé¢hto wdci odhalil, Ze fetalni fragmenty jsou obé&cn
mensi (medidn 99 % zji&tych molekul byl mensi nez 313 bp) nez fragmentyADN
matgského fivodu. Data ziskana touto studii naanjg Ze kdyz Zena &hotni, jsou d¥
pozorované moznosti vystihujici 2ny plazmatické DNA — velikostni rozlozZeni celkove
plazmatické DNA, pevazri matéského [@vodu, se posune smem Kk delSim
fragmentim; afetélni DNA, jejiz fragmenty jsou kratSi nef matdéské, se stane
detekovatelnou (Chaet al, 2004).

K obdobnym vysledkm doSel také tym d&dci z univerzity v Japonsku
v roce 2005. Jejich vysledky prozrazuji, Ze 60 %alfé DNA ziskané z periferni krve 20
t¢hotnych pacientek bylo fragmentovanodaati o délce< 100 bp. Finosem této prace
bylo také zjis&ni, Ze plazmatick& DNA je stabilni i po vice neletech kryoprezervace
pii —20 °C (Koideet al, 2005).
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DalSi vyznamnou studii zabyvajici se fragmentatdlfié€ DNA je bezpochyby
prace z roku 2004 publikovanédci ze Svycarské univerzity v Basileji, kterd nayjaz
na praci Chanat al (2004) a vychazi z toho, Ze DNA fragmenty nalepilodu jsou
mensi neZ ty jvodu matéského. Pro potvrzeni apoptickéhivpdu fragment celkové
plazmatické DNA a jejich vizualizaci byl pouZzit Sbaern blot, sondy pro detekci
Alu sekvence, a ziani digoxigeninem. Vysledek byl pak zachycen nagemovy film.
Pri této analyze zachytili dokonce fragmenty delst 4@ kb a Bkteré dokonce &Si
nez 23 kb. Liet al pak do procesu samotné izolace zapojuje gelovekireforézu pro
zjisteni délek fetalnich DNA fragmeinta jejich separaci. Se svym tymem poté izd
takto separovanou DNA na Seasisti obsahujicich fragmenty odliSné velikosti (jeodl
velikostniho markru Hindlll), v rozsahu od 0,09 i po 23 kb. Poizolaci z gelu
a nasledné real time PCR dosli k vyshaaik Ze velikost fragmentfetalni DNA je ve
vétsing pripadi mensi nez 0,3 kb a fragmenty pochazejici od maiiaji velikost
piiblizn¢ 1 kb (Liet al, 2004).

Timto tématem se zabyvala také Hromadnikewal, kterd kvantifikovala fetélni
a celkovou DNA v plazmtehotnych Zen po velikostni separaci na gelové eléktéze.
Ke studii pouzila vzorky od 11c¢hotnych Zen, nesoucich muzského potomka,
nachazejicich se prévv Sestnactém tydnuéhotenstvi. Ve svych vysledcich dosla
k zawru, ze 0,32 % z celkové hodnoty &mné plazmatické DNA je fetalnihaiypodu.
DNA plodu byla detekovanargvazig v sekcich 100-300 bp (raddni pomoci gelove
elektroforézy) a to v koncentracich okolo 14,3 GEMe frakci 300-500 bp uz to bylo
jen @iblizné 4,9 GE/ml. Zagrem této prace je, Ze fragmenty fetalni DNA cirkidu
v krevni plazng t¢hotnych Zen se vyskytuji ve velikostech od 100 bpsp0 bp,cimz
fakticky potvrzuje pedchozi prace (Hromadnikoeaal, 2006).
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1.1.5 Kvantifikace; Diagnostické piistupy

Vychozi prace zabyvajici se volnou fetalni DNA aitiici v plazng pouzivaly
konveréni polymerazovourettzovou reakci (PCR). Touto metodou bylo¢arano
piedevSim pohlavi plodu. Pogdi predstaveni real-time PCR umoZnilo detekci

a kvantifikaci volné fetalni DNA, a to s vySSi sgivtou i specifitou.

Prvni praci zabyvajici se kvantifikaci fetalni DNAkulujici v matéské plazny
vypracoval bezpochyby doktor Let alv roce 1998. Pomoci real-time kvantitativni PCR
pro gen SRY zjistil, Ze wasnych fazich¢hotenstvi je pimérné 4,3 % z celkové
plazmatické DNA fetalniho gwodu. V pozdjSich nesicich gravidity se podil fetalni
slozky zvySuje, a pohybuje se okolo 6,2 %¢agném ghotenstvi naril koncentrace
fetalniho DNA v rozsahu od 0,014 % aZz po 0,54 %€rusv krevni plazé byly
nantiené hodnoty o &o vyssi (0,39-11,9 %). V pogdich fazich &hotenstvi bylo
rozpeti nameienych koncentraci v krevni plazn2,33-11,4 % a 0,032-3,97 % v séru.
Celkové koncentrace volné fetalni DNA v krevni phgza séru ¢hotnych Zen si jsou
navzajem podobné. Hlavni rozdil mezi analyzou fétdNA z plazmy nebo séra
t¢hotnych Zen spdva v @itomnosti vysSiho pozadi (tieného maternalni DNA
uvolnéné ze srazeniny), které jéfmmno v krevnim séru.

Stejnou metodu pouZil také Zhong se svym tymemg kayrovnaval mnoZstvi
fetalni DNA v normalnich fipadech d¢hotenstvi a mnozstvi DNA, které je v krevnim
ob¢hu Zen nesoucich aneuploidni plody. Vysledkem hejstudie bylo zjigni,
Ze utrisomii 13, 18 a 21 je fetalni DNA oproti manim ghotenstvim zvySena
(Zhonget al, 2000).

Srovnatelnou koncentraci, jakou n&thve svém vyzkumu Let al, zjistil v roce
2001 také Wei se svymi kolegy. Pouzil k tomu kviatityni PCR a fetalni marker SRY
ajako referetni gen pro zji&ni citlivosti metody si vybral B-aktin. ZjiS€né
koncentrace fetalni DNA v této praci se pohybovalsozmezi od 1,28 % do 47,7 %
(Weiet al, 2001).

Mnozstvi fetalni DNA v jednotlivych fazichéhotenstvi utoval tym wdci
vedeny Arigou V prvnim trimestru byli schopni pomoci kvantitativPCR detekovat
piitomnost volné fetalni DNA u 59 % sledovanych Zelezi patym a osmym tydnem
t¢hotenstvi uz byla volna DNA plodu detekovana vechiSgipadech ¢hotenstvi. Mezi

sedmym az Sestnactym tydnem prenatalniho vyvojeéuphylo mozné fiblizné u dvou
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tietin sledovanychéhotenstvi pozorovat zvySeni koncentrace fetalni DisKoliv toto
zvySeni nebylo stabilni (obrazek 2). Ve své pracigoovali také zvySeni DNA plodu
v burgené frakci avSak oproti mnozstvi volné DNA je totoaustvi ténsi zanedbatelné
(Ariga et al, 2001).

Obrazek 2:Grafické srovnani koncentraci volné fetalni DN#&roa) a bu&Ené DNA
plodu (bild) cirkulujici v krevnim aihu matek v pibéhu €hotenstvi.
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Upraveno podl&lanku: Ariga H, Ohto H, Busch MP, Imamura S, WatByrReed W, Lee TH. Kinetics of
fetal cellular and cell-free DNA in the maternatailation during and after pregnancy: implicatiofar
noninvasive prenatal diagnosis. Transfusion Med12Dec; 41: 1524-1530(7).

Prvni komplexgjSi studie zabyvajici se ¢enim pohlavi plodu byla publikovana
v roce 2001 Sekizawou a jeho kolegy. Pro analyzwzitiosoubor ¢itajici 302 vzork
DNA izolovanych z krevni plazmyghotnych Zen. 143 2¢hto vzorki obsahovalo DNA
plodi muzského pohlavi. Weni pohlavi provedli za pomoci kvantitativni reat¢ PCR
a primefi pro DYS-14 sekvenci. Citlivost metodyti purcovani muzského pohlavi
dosahovala 97,2 % (Sekizawhtal, 2001).
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Nedavna studie, ktera kranjiného také potvrdila zvySujici se koncentracéhet
DNA v krevni plazmnd téhotnych Zen, fiSla s objevem, Ze se tak rgm linearre.
Druhym cilem bylo ufit referertni rozhrani koncentraci volné fetalni DNA pro
fyziologicka a abnormalnihotenstvi. Pro kvantifikaci byla pouzita real-tiR€R pro
DYS14 gen. U abnormalnickhotenstvi byly koncentrace fetalni DNA ob&aysSi nez
u &hotenstvi fyziologickych (Alberrgt al, 2009).

Konvertni PCR pro ufeni pohlavi plodu a real-time PCR pro kvantifikpouzil
Honda et al roku 2002. Konveini PCR pro DYS14 sekvencida 95% uspSnost
identifikace muzského potomka. Po dosazeni sednyélme €hotenstvi byla zachytnost
100%. Ri urceni pohlavi pomoci real-time PCR pro SRY sekvegto brceni muzského
pohlavi plodu 100% i u vzotk u kterych ji standardni PCR neprokazalaciltaké
teoreticky limit minimdlni koncentrace fetalni DNRespektive koncentraci SRY genu)
nutnou pro spolehlivou analyzu, kterou stanovibr8 kopii/ml (Hondaet al, 2002).

Porovnanim citlivosti detekce a kvantifikaci §eDYS14 a SRY se zabyval
Zimmermanret al Potvrdil, Ze pouzitim genu DYS14 se metoda stanbpohlavi stane
citlivgjSi i pti malém obsahu DNA v plazma vyg€Zznost se § kvantifikaci zvysi
priblizn¢ desetkrat (Zimmermanret al, 2006).

Real-time kvantitativni PCR pro SRY gen a fluoresoé multiplex QF PCR
STR lokus: se pokusili srovnat Bauer a jeho kolegové. Pormeaditime PCR zjistili, Ze
kvantita celkové a fetalni DNA navzéjem souvisaji. fyziologickych ghotenstvi
naneiili median koncentrace celkové DNA 483 GE/ml a naedifetalni DNA byl
8 GE/ml. Ve srovnani s fluorescem multiplex PCR nebyly vSak tyto vysledky
v korelaci. Zadny z vysledk také pfikazré nekoreloval s &otenskym ¥kem
(Baueret al, 2006).

Rozpoznani a fesna kvantifikace fetalni DNA jsou pro diagnostickgely
rozhodujici. B vySeteni DNA plodu se &které stavajici protokoly zatfuji pouze na
PCR detekci Y-specifickych sekvenci, jakymi jsoingeSRY, DYS14, nebo TSPY.
Systém kvantifikace vyuZivajici Y sekvence plodudjestatén¢ citlivy, aby dokazal
zachytit DNA ekvivalent z jediné cilové tky, bohuZzel je aplikovatelny pouze
na €hotenstvi ¢ekavajici narozeni muzského potomk&tdMnost negativniho signalu

ve vysledcich vSak nemusi vZzdy znamenat, Ze daasekzpochazi od plodu Zenského
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pohlavi. Mize se také jednat o chybu v experimentu, ktera yede k negativnim
vysledikim. Fi ur¢ovani pohlavi potomka je proto lepSi mit PCR praditery nelezi
pouze na Y chromosomu, v kontrole spravného gbéhu reakce. Takovym genem
muze byt napiklad amelogenin, ktery ma §Jvokus na obou chromozémech —na X i Y,
mezi nimiz se odliSuje délkou PCR produKSullivan et al, 1993), nebo také vysoce

variabilni STR sekvence, které je mozno naléztoreogdémech i autozoémech.

1.1.5.1Vyhody pouZiti STR lokusi

Metodika aplikace polymerazov@tzové reakce (PCR) pro stanoveni pohlavi
plodu z krevni plazmy¢hotnych Zen a kvantifikace fetalni DNA u Zeéekajicich
muzského potomka je jiz tedy pémé dokie zpracovana a také spolehliva. Vysat
plodi Zenského pohlavi vyZaduje vyvinuti novych PCR &y8f které jsou schopny
detekovat autozomalni polymorfni lokusy. Pro teatel mize byt vhodna nagklad
PCR amplifikace vysoce polymorfnich kratkych tandegth repetic (STR). Diky
vysoké variabili¢ STR sekvenci, je&Sina z lidi pro tyto markery heterozygotni. PCR

tedy @inese dva produkty, kazdy &tény po jednom z rodi (Pertlet al, 2000).

S napadem vyuzit STR sekvence pro jedn&izoa identifikaci Zzenského pohlavi
plodu @isli jiz v roce 1999 w¥dci zCiny. V této studii bylo 25 Zen vizném stupni
tehotenstvi podrobeno odebrani periferni krve, zeékse po ziskani plazmy izolovala
volna fetalni DNA. Pro zjighi pohlavi byly vyuzity STR sekvence s lokusem na
X-chromozomu, ktery byl paternalnihoiypdu. Timto zfisobem spolehl& urcili
pohlavi u 71 % plodl v pribéhu prvniho trimestruéhotenstvi a v gibéhu druhého
trimestru bylo weni pohlavi asgsné jiz v 80 % fipadi (Tanget al, 1999). Tito ¥dci
také gedpowdéli vyuziti STR sekvenci na autozOmech v neinvaziyméenatalni
diagnostice nepodléhajici zjgi muzského pohlavi.

Vyvinuti studie, kterd bude analyzovat fetalni DN#&a&w bez zavislosti
na pohlavi, si stanovili za cilédci z Bostonu. PouZzitim devitiznych STR sekvenci
a multiplex fluorescetni PCR demonstrovali, Ze fetalni DNA v miate plazmi mize
byt detekovana pomoci alel specifickych pro dargdpkteré jsou paternarecedené.
Tyto alely byly detekovany v 84 %. Markery D21S1D21S1411 vySly z analyzy jako
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nejvice informativni a senzitivni, a autorka uvéath, spolu s amelogeninem X a Y by
byly vhodné pro Siroké spektrum klinickych aplikéeertlet al, 2000).

Porovnanim fyziologickych a patologickyckEhbtenstvi na zaklad rozdik
v koncentraci fetalni DNA bez zavislosti na pohlagizabyval doktor Vodka se svymi
kolegy. Bylo vySeteno 258 Zen s fyziologickyndhotenstvim a 17 vzotk u kterych byl
potvrzen Dowidv syndrom. Analyzovali 3 STR sekvence (D21S1435,18m46
aPentaD (pD)) a také amelogenin X a Y. Analyzovd®€R sekvence byly
identifikovany v 74 % studovanych vzdrkpomoci kvantitativni fluorescéni PCR.
Kvantifikaci kratkych tandemovych repetic i amelog®vych sekvenci prokazali
zvySeni koncentrace fetalni DNA vijehu €hotenstvi. Toutéz analyzou také zjistili, Ze
v piipadt vyvoje plodu s trizomii 21 je mnozstvi cirkulujibNA plodu v krevni plazré
tehotnych Zen vyssi, nez u kontrol (Vodiakiaal, 2008).

1.1.5.2Kvantifikace volné cirkulujici DNA kapilarni elektr oforézou

Prace Zhangat al poprvé vyuziva ke kvantifikaci volné DNA z krevoilséra
a plazmy zoénovou kapilarni elektroforézu. Porovnawénozstvi cirkulujici DNA
u zdravych jednotlivit a pacient trpicich fiznymi formami rakoviny prostaty. #nérna
hodnota koncentrace cirkulujici DNA, kterou n#inu zdravych jeding, byla 82 ng/ml,
u pacieni s rakovinou byla tato koncentrat&dow stokrat vyssi. Mieni koncentraci
kapilarni elektroforézou se ukazalo byt vhodnymtyoesm pro kvantifikaci volné DNA,
vykazovalo vysokou citlivost (det&ki limit byl 0,5 ng/ml) a snadnou
reprodukovatelnost (Zhareg al, 2004).

V roce 2008 byla kapilarni elektroforéza pouzita giis€ni Rh faktoru plodu
u Rh negativnich éhotnych Zen. Tato pracerqustavuje novou neinvazivni metodu
vySeteni volné fetélni DNA z plazmyhotnych Zen. Samotné kapilarni elektroforéze
piredchazela PCR s primery pro geny RHD (exon 10) &,S$pecifické pro
Y-chromozom. Studie secastnilo 13 Rh negativnich Zen (D-) ve 12. az 3@nty
tehotenstvi. U 12 z nich byl na kapilarni elektrofméetekovan pozitivni pik, v jednom
vzorku detekovan nebyl. Vysledky ziskané kapil&lektroforézou byly v této studii
jeS€ owereny po porodu pomoci sérologickych teskterymi bylo prokazano, Ze ve
12 pripadech se jednalo o RHD pozitivni potomky &ipgd vzorku mateské plazmy
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ve kterém nebyl RHD detekovan, bylo prokazano Detdda dokazala detekovat jiz 1%

D+ piimés v D- plazmg. (Kimuraet al, 2008).

Kapilarni elektroforéza byla také pouZita k detgkdnonukleotidovych rozdil
mezi fetalni a matskou DNA. Vzorky plazmatické DNA byly ziskany z gerni krve
25 thotnych Zen a 13 vzoilkbylo odebrano z krve pugaikové (kontrola). Porovnavani
jednonukleotidovych polymorfizén byl podroben gen ESR1 ¢ 454-397T > C. U Zen
s alelami v homozigotnim stavu TT/CC byly hledamglyaopainého typu (C nebo T),
tedy paternél zdédéné alely plodu. Z umbilikalni plazmy pak byly zskagenotypy
plodi (kontrola). K namnozeniifslusnych sekvenci byla pouzita kombinace PCR/LDR
(Ligase Detection Reaction). Vysledky zjis¢ PCR/LDR/kapilarni elektroforézou se
shodovaly s vysledy genotypizace z plazmy z poj@vée krve (Yiet al, 2009).

Pouziti kapilarni elektroforézy ke zji#ti pohlavi plodu z plazmatické DNA
matky predved! tym doktora Vodky v roce 2008 ve fakultni nemocnici v Olomouci.
K vySeteni bylo pouzito 475 vzotk DNA izolovanych z maternalni plazmy periferni
krve Zen viiznych tydnech gravidity (rozmezi 4.-37. tyden). a&ezeni
Y-chromozdémové sekvence pouzili AMELX/Y a TSPY sehkue (Obr. 3). Bylo zjigho
Ze 253 zuvedenych vzarkplazmatické DNA obsahuje plod muzského pohlavi
a u zbylych vzork (222) jde o pohlavi Zenské. Vipadd muzského pohlavi byla
prokazana neshoda jen v 7,15 #ppdi a u plodi pohlavi Zenského 4,05 %. Bylo také
prokazano, ze metodika je schopna rozliSit na zékkednoceni genotypovych gsi
i 1% pimés Y-chromozomalnich sekvenci. Kapilarni elektrofarge tedy vhodna
k vySeteni volné fetadlni DNA izolované z krevni plazmy¢hotnych Zen
(Vodickaet al, 2008).

Obrazek 3: Vystup z kapilarni elektroforézy. #az fetalni DNA v lokusu AMELY;
predstavuje PCR produkt DNA izolované z plazmy, kdgdpje muzského pohlavi
(lokusy AMELY a TSPY jsou ozri@ny modrou Sipkou).

‘!
i |
AN »

Prevzato zlanku: Vodicka R, Vrel R, Schneiderova E, Vrbicka D, Prochazka M, DHatid, Santava A,
Santavy J. Neinvazivni detekce gonozomalnich DKvegei v plazehgravidnich Zen s vyuZitim kapilarni
elektroforézyCes Gynek 2008; 73(3): 150-153.
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2 Cile prace
1. Teoretick&ast:
» Vypracovat literarni reSersi, shrnout poznatky jigdiase dané problematiky.
» Shromazdni dostupnych literarnich zdioj
2. Praktick&ast:
» Optimalizovat separaci DNA fragménpodle velikosti molekul a jejich izolaci.

» Pokusit se kvantifikovat fragmenty fetalni DNA djetlivych velikostnich frakci
pomoci kapilarni elektroforézy.

» Kvantifikovat vybrané vzorky pomoci real-time PCRarovnat vysledky s daty

ziskanymi kapilarni elektroforézou.
» Experimentalni zpracovanfigéleného souboru pacient

* Vyhodnoceni experimentalni prace, hodnocerinnbsti pouZitych metod

a porovnani s Udaji v literaieL
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3 Material a metodika

3.1 Laboratorni vybaveni

- analyticka vaha:

- centrifugy:

- centrifuga —itepaka:

- elektroforeticka komora:
- horkovzdus$ny sterilizator:

- kapilarni elektroforéza:

- lednice:
- mikrovinna trouba:

- mrazaky:

- pipety:

- spektrofotometr:

- termocykler:

- termostat:

-vodni lazé:

- transluminator:
- zdroj nayti:
- digitalni fotoaparat:

- jednorazové skalpely:

BBC 32, BOECO Germany

FORCE 1418, Labnet (max. 14 00@)p

IEC Multi RF, Thermo IEC (max. 4000 rpm)
Janetzki S70 (max. 6 000 RPM)

MPW-310, Mechanika Precyzyjna Warszava
Spectrafuge 7M, Labnet (max. 10 000 RPM)

Combi-Spin, BIOSAN EAST PORT (2 400 rpm)
SUB-CEEL.BIORAD
HS 122 A, ZPA DukleeBov

ABI PRISW 310 Genetic Analyser, AB Applied
Biosystéme

Zanussi
Elektrolux

Elektrolux (-26 °C)
PMA 315 BL (-18 °C)
Zanussi (-18 °C)

Gilsom-Pipetman (10Q0)
Labmate (1Qul, 20 pl, 200ul)
DISCOVERY (10ul, 200 pl)

Life Science UV/Vis Spectropdraeter D\ 530,
BECKMAN COULTERTM

Gradient Cycler, DNA Engine, PTG02Peltier Thermal
Cycler, MJ Research Inc.

TV51 Laboratornfiptroje Praha

BM 302, NUVE SANAY| MALZEMELERI IMALAT VE
TICARET A.S.

TRANSILLUMINATOR UPV
Major Science MP-2000P
Samsung

DAHLHAUSEN
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3.2 Soubor vySefovanych pacienti

Analyza fragmentace fetalni DNA byla provedena oabsru pacierit naSeho
odckleni (Ustav lékiské genetiky a fetalni mediciny FN Olomouc). VySeany soubor
tvorily vzorky plazmy izolované z krvec¢hotnych Zen, u kterych byl zj&t plod
muzského pohlavi pomoci: 1. detekce gonotanplodové vody nebo choriovych kik
2. kontrolnim ultrazvukovym vystnim, 3. telefonickym dotazem po porodu.

Vzorky DNA ziskané z plazmyéhotnych Zen byly sbirany poc¢kolik let
auchovavany v -20°C v mrazacich. Do analyzy bylghrauty vzorky z let
2003, 2004, 2005 a 2006. DNA byla izolovana z pkazmn v tizném stupni gravidity
v rozmezi 4. - 37. tydne.

Jako pozitivni kontroly byly do vySeni zaazeny vzorky izolované DNA
z krevni plazmy 8 mui

Do studie bylo zapojeno celkem 96hotnych Zen. VSechny vzorky byly
odebrany a vySs#ny po informovaném souhlasu schvéleném etickou idéomaN
Olomouc. Jednotlivé poty vzorki vzhledem k délce gravidity jsou znazémg v grafu

(zndzorrny jsou jen vzorky, které prodly analyzou v kapilaelektroforéze jako pozitivni na

fetalni DNA alespn v jedné velikostni frakci — tj. 39 vzaik

Graf 1: Zastoupeni vzorkizolované DNA z krevni plazmyhotnych Zen na zaklad

tydne gravidity.

Zastoupeni vzorki na zakladé délky gravidity

Pocet vzorka

9 10 13 14 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 32 36
Tyden téhotenstvi
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3.3 Metody

3.3.1 Izolace DNA z plazmy

Plazma byla ziskana dvojnasobnou centrifugaci piv@. Prvni centrifugace

probihala po 10 minip 1500 RPM a poté 20 miniip2500 RPM. Vzorky byly poté

zamrazeny do dalSiho zpracovati-20°C.

Z takto ziskané krevni plazmy byla pomoci kitu Qiag® DNA Blood Mini Kit

(Qiagene) izolovana DNA.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

K jednomu mililitru plazmy pdat 1000 pl AL lyzéniho pufru a 100 pl
proteinazy K. Vyslednou s¥8 promichat na vortexu a dale inkubovéttpplot
56 °C po dobu 10 minut.

Po skowkeni inkubace ke vzorkufipat 1000 pl etanolu (96% - 100%), &bp
promichat pomoci vortexu.

Vzorek nasled& prenést na kolonku (max 700 ul) a centrifugovét 000
ot&kach po dobu jedné minuty. Eluat vylit a postup kopat tolikrat, nez
kolonkou projde vesSkery material.

Po phchodu celkového mnoZzstvi vzorku do kolonkyidat 500 pl AW1
promyvaciho pufru a kolonku &pcentrifugovat (8000 ot&k po 1 min) a eluat
vyhodit.

Do kolonky poté fidat 500 pl promyvaciho pufru AW2 a vzorek centgiuat
3 minuty @i 13 000 otdkach. Eluat ogt vylit.

Pro odstraéni stop pufé prazdnou kolonku znovu centrifugovat po 1 minuitu p
13 000 otékach.

Kolonku pemistit docisté oznéené eppendorfky a na membranu kolonky nanést
60 ul eléniho AE pufru. Kolonku dale inkubovat 5 miii pokojové teplat. Po
uplynuti této doby ofi centrifugovat i 13 000 otdkadch po jednu minutu.
Prot&eny eluat jiZ nevyhazovat.

Na membranku kolonky napipetovat dalSich 40 ul AEryp a opakovat postup
z predchoziho kroku (inkubace 5 min, centrifugade p3 000 otédkach po
1 min).

Celkow ziskany eluat o mnoZstvifiplizn¢ 100 pl byl peélivé uzawen

v eppendorfce a uskla&m pi -20°C v mrazaku.
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3.3.2 Méreni koncentrace DNA na spektrofotometru

U vzorki byla nasled& mérena koncentrace DNA pomoci UV spektrofotometru
Beckman Coulter DU 530, na zakéadtanoveni absorbancéi pinové délce 260 nm
(A260).

3.3.3 Gelova agardzova elektroforéza

Princip metody je zaloZeny na rozdilné pohyblivé®A molekul v agar6zovém
gelu. Molekuly DNA jsou zapogn nabité a tak se ggsobenim stejnostmého
elektrického pole pohybuji sfrem od katody k an@éd DNA fragmenty @izné délky maji
v elektrickém poli #iznou pohyblivost, &Si fragmenty se pohybuji pomaleji nez
fragmenty menSi. Gelové elektroforézy s&inou uziva k separaci molekul nukleovych
kyselin o velikosti 0,1 — 50 kb.

K vizualizaci separované DNA se pouziva interkaiafluorescetni barvivo
ethidium bromid (EtBr), které po o&ni ultrafialovym setlem cervenooranzoy
fluoreskuje. Pro separaci fragméntleoxyribonukleotidové kyseliny byl pouzit 1%
agarozovy gel s ethidium bromidem(610 mg/ml EtBr na 100 ml gelu) a TBE pufrem.

Obsah volné DNA v krevni plazmje nizky, proto bylo pro optimalni vynos
potteba do jamek v gelu pipetovat alesp?0 pl izolované DNA. N3234L od firmy
BioLabs® Inc. byl pouzit jako velikostni standar@bf. 4). Samotna elektroforeticka
separace probihal& 85 V 70 - 80 min.

TBE pufr:

2749 Tris-(hydroxymetyl)-aminometan
13,759 Kyselina borita

1,869 EDTA

51 Destilovana voda
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3.3.4 Izolace DNA fragmenti pod UV transluminatorem

Pro vizualizaci a naslednou izolaci DNA z gelu lpguZit UV transluminator:
TRANSILLUMINATOR UPV. Nutno pouzit ochranné pditky (Stit) na ochranuct

Po peneseni gelu pod UV transluminator, ¢ rbyly pomoci skalpelu
a fluorescetniho pravitka, viezany fragmenty ifisluSného vzorku podle velikostniho
standardu. Z kazdého vzorku plazmatické DNA podnéhe velikostni separaci, byly na
zaklad srovnani s velikostnim markerem, z geluremany ki prouzky obsahujici
fragmenty o délce: 150-300 bp, 300-500 bp a 500-Bp0 Kazdy prouzek gelu byl
vlozen do p&ivé ozn&ené zkumavky, ve které byl dale zpracovavan, nebdrdhého
dne uskladén v lednici.

Kvili malému mnoZstvi DNA obsazené v plazusak vzorky nesviti, fluoreskuje
pouze velikostni standard (Obr. 3), podégrbyla DNA z gelu vyezana.

Obrazek 4: Fotografie gelu pod UV transluminatorerfeg izolaci separovanych DNA
fragment.. Viditelny je pouze velikostni standard N3234L (Muorescenceii jamky
vzdaleného vzorku 54FP/03 (V) jiz nelze zaznameNazn&eny jsou také velikosti
jednotlivych fragmerit a zpisob jejich vyezani.
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3.3.5 Izolace DNA z gelu

Prouzky gelu byly zvazeny na analytické vaze aclejhmotnost zaznamenana.

Pro izolaci DNA fragmeritz gelu byly testovany kity od firmy Qiagene a dGBlY.

PouZité Kity:
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagene) a GenEluteakgse Spin Columns od SIGMY.

» QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagene)

1. Zvazit vyezany prouzek gelu aigat k remu i objemy roztoku usnauljiciho
rozpuséni gelu (.. vaha prouzku 100 mg» figat 300 pl roztoku). VSe pak

10 min inkubovat p teplot 50°C a piibézn¢ vortexovat.
2. Po rozpu&ti gelu gidat do zkumavky 1 objem izopropanolu.

3. Roztok pelit do kolonky a centrifugovat 1 miniipl3 000 otékach, eluat
vyhodit.

4, Po vliti eluatu do kolonkyimlat 700 pl pufru ktery odstrani zbytky agarézy,
centrifugovat 1 min a eluat spvyhodit.

5. Fidat 500 pl promyvaciho pufru a &entrifugovat 1 min, ip 13 000 otékach,
eluat ogt vyhodit a prazdnou zkumavku déale centrifugovamih (odstragni

etanolu).

6. Kolonku umistit dccisté zkumavky. Do #du kolonky pidat 50 pl eldniho
pufru, 1 min inkubovat a poté centrifugovat 1 mi8 Q00 rpg).
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» GenElute Agarose Spin Columns (SIGMY)

V tomto gipack je izolace DNA z gelu zaloZena na prosté centatuigelu v kolonce.

1. Kolonku gipravime 100 ul vody (PCRistota) nebo 1x TE pufr, centrifugovat
5-10 sekund na 13 000 ¢&k a eluat poté vyhodit.

2. Gelovy prouzek nejprve zvazit (kolonka spolehixoluje DNA z prouzk gelu
o maximalni hmotnosti 200 mg), poté sterilnim skdm rozsekat na co

nejmensiasti a penést do kolonky.

3. Centrifugovat 10 min na 13 000 rpm. DNA jeglisaZzend v eluatu.

3.3.6 Méreni koncentrace DNA ve frakcich na spektrofotometru

U vzorki z jednotlivych velikostnich frakci byla dena koncentrace DNA
pomoci UV spektrofotometru Beckman Coulter DU 53t zéaklad stanoveni
absorbanceipvinové délce 260 nm (A260).

Koncentrace DNA vyplyva z Lambert-Beerova zakona:
A260 =cxe xd
Kde c je koncentrace DNAg je molarni extidni (absorgni) koeficient ad je tlougka

kyvety.

3.3.7 Polymerazovaietézova reakce (PCR)

Technika PCR slouzi k amplifikaci diteho Useku DNAIn vitro. Reakni smes
by mela obsahovat templat (nukleova kyselina), dva oligdeotidové primery
(hybridizuji s protictidnymi vlidkny DNA, od jejichz 3"-konc je zahajena syntéza
komplementarnichtettzci), termostabilni enzym DNA polymerazu (katalyzujatezu
komplementarniho vlakna), deoxyribonukleozidtri&tg (AATP, dTTP, dGTP, dCTP),
horecnaté ionty (zajiBuji aktivitu DNA polymerazy) a stabilizujici pufrudrzuje

prostedi reakce).
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Syntéza novych DNAfetzci probiha opakovanv cyklech, ve kterych se
pravidelrt sfridaji i kroky: denaturace dvdetzcovych molekul DNA (95°C),
annealing - nasednuti priniena rozvolgna viakna DNA (30-65 °C) a syntéza novych
komplementarnichrettzci DNA (extension) od jeho 3°-konce prizdnictvim DNA

polymerazy (65-75°C).

3.3.7.1PCR reakce s kitem

Polymerazové&etzova reakce byla provedena s pouzitim kitu Top-Blombi
PPP Master Mix (0,01% Tween 20, 75 mmol/l Tris-HaH, 8,8, 20 mmol/l (NH4)2S04,
200 pmol/l dATP, 200umol/l dTTP, 200pumol/l dCTP, 200umol/l dGTP, 2,5 mmol/I
MgCI2, 50 U/ml Taq Purple polymeraza, stabilizatanonoklonalni protilatka anti-Taq
(29 nmol/l), aditiva), PCR vody, DNA a $si primefi (Amelogenin X a Y).

Tabulka 1: Primerové lokusy a jejich specifikace.

ickA Sekvence i
Lokus Cytoge_netlcka Modifikace Velikost
lokalizace (1. forward, 2. reverse) fragmentu
AMEL | Xp22.31-g22.1)  5'-ccctgggctctgtaaagaa-3° 6-FAM 103 bp (X)
XIY Ypll.2 5'-atcagagcttaaactgggaagetg-3‘ | (phosphoramidite) 109 bp (Y)

Tabulka 2: MnozZstvi reagencii pouzitych na 1 vzorek.

Pro jeden vzorek
PCR voda (Top-Bio) 4 ul
Combi PPP Master Mix (Top-Bio) 25 ul
Primer mix (Amel X/Y o koncentraci 10 pmgl) 1 pl
DNA 20 pl
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Podminky amplifikace:
PCR reakce byla provéda v termocycleru MJ Research, Inc. Amplifikaceno
probihala za nésledujicich podminek:

Tabulka 3: Podminky PCR amplifikace

Faze PCR teplota cas
denaturace a°C 10 min
2. Denaturace 94°C 1 min
3. Annealing 59°C 1min30s
4. Elongace 72°C 2 min
5. Krok 2 aZ 4 opakovan 40krat
6. Finalni extenze 72°C 7 min

3.3.8 Kvantifikace fragmenti kapilarni elektroforézou

Automaticky geneticky analyzator ABI PRISM™ 310 @&a Analyzer (Applied
Biosystems) je zalozen na principu kapilarni elefkirézy fluorescetné znaenych
DNA fragmenti. Jednotlivé DNA fragmenty jsou elektroforézou \pitée rozdleny na
zakladk rozdili v ndboji a postuphdetekovany laserovym detektorem.

Pri fragment&ni analyze jsou DNA fragmentyipraveny PCR reakci s primery,
kdy jeden primer z paru je fluores¢es znaeny. V pfibéhu kEhu pak n@izou byt
souwasre analyzovanyiuzné fragmenty zaipdpokladu, Ze se navzajem liSi svou délkou,
nebo jsou oznmeny fiznymi fluorescetnimi barvami. Spolu s kazdym vzorkendzb
interni délkovy standard (TAMRA), ktery umoznfepnou kvantifikaci jednotlivych
fragment.

Fragmentani analyza probihala na analyzatoru ABI PRISM™ 3&6netic
Analyzer (Applied Biosystems) s délkou kapilary 4, ptimérem 50 um a byla
naplréena gelem POP4 TM (Applied Biosystems).
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Smés pro elektroforetické déleni:

PCR produkt 1l
Velikostni standard TAMRA 0,5 ul
Hi Di formamid (Applied Biosystems) 10 pul

Cela snds byla pak 3-4 min denaturovan& p5 °C na termocykleru Gradient Cycler,

DNA Engine a poté ihned zchlazena na ledu a apdikavdo kapilary, nebo umdsia do
mrazaku s teplotou -20 °C.

Podminky elektroforézy:

Nasati vzorku: 3kV—-15kVpodobu5s—-15s
Vlastni elektroforéza: 25 mirrigeplot 60 °C i napeti 15 kV
Odecet vysledki

Ke snimani a digitalizaci hrubych dat fluorescebgk pouzivan software ABI
PRISM 310 Data Collection. K vlastni analyze sniyméindat byl vyuzivan software
GeneScan Analysis 3.1.2 (Applied Biosystems). Kankitativnim analyzam byl pouzit
parametr RFU (relativni fluoresa@nri jednotka) vyjateny vyskou piku.

Analyzovdna byla mnozZstvi DNA ve frakcich 150-30@, b300-500 bp

a 500-760 bp. Mnozstvi DNA jsme vztahli k podilednot (AMEL X/AMEL Y). Nizsi
vysledny podil znamenaktsi mnozstvi fetalni DNA — resp. AMELY.
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3.3.9 Kvantifikace vybranych vzorka pomoci real-time PCR

Quantifiler™ Y Human Male DNA Quantification kit (Applied Biostems):

Pomoci Quantifile™ Y Human Male DNA Quantification kitu (Applied
Biosystems) bylo z&teno mnoZstvi DNA plodu muzského pohlavi izolovar@azmy
matky u vybranych vzortk

M¢éteni bylo stanoveno na zakladTagMan technologie (real-time PCR).
Quantifiler Primer Mix obsahuje si® primefi a sond, které amplifikuji gen SRY.
Sonda, ktera specificky rozpoznava sekvenci gen¥, $&Rozn&ena fluoroforem FAM
a sonda pro vnihi PCR kontrolu fluoroforem JOE. Porovnivana bwiaoZzstvi DNA
v celkové plazma a ve frakcich 150-300 bp, 300-500 bp a 500-760 kinozstvi DNA
jsme vztahli k rozdilu Ct hodnot (Ct(FAM)-Ct(JOE)).

Reakéni smés (28ul)

Quantifiler Y Human Male Primer Mix 104
Quantifiler PCR Reaction Mix 12,49
DNA 5 ul

Tabulka 4: Reakni podminky

Jednotlivé teplota cas

kroky

krok 1 95 °C 10 min

krok 2 95 °C 15s

krok 3 60 °C 1 min

krok 4 Krok 1-3 opakovat po 60 cyk|
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5 Vysledky

5.1 Optimalizace izolace fetalni DNA z gelu

Okéma kity, QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagene) a @dute Agarose Spin
Columns (SIGMA), bylo nejprve izolovano po 10 vZetta podle vysledk ziskanych

kapilarni elektroforézou byl vybran kit, ktery byh izolaci DNA dale pouzivan.

Tabulka 5: Pmimérna koncentrace fetalni DNA v jednotlivych frakcislybranych

vzorkd. Srovnani dvou kit

Kit frakce 150-300 frakce 300-500 frakce 500-760
SIGMA 2,563 2,025 1,865
QIAGEN 2,811 2,331 2,163

Vysledky ziskné izolaci @ma kity byly srovnatelné. V rdmci homogenity
vysledla, byl dale pouzivan pouze kit od firmy SIGMA - Gédute Agarose Spin

Columns. Tento kit byl zvolen, protoZe izolace tirkitem je jednodusSi na provedeni.

5.2 M éreni koncentrace celkové DNA spektrofotometrem

M¢éteni koncentrace celkové DNA izolované z krevni pigzsme provedli UV
spektrofotometrem Beckman Coulter DU 530. N#&na data vztaZzena Kk tydnu
téhotenstvi jsou zobrazena v nasledujicim grafu. &anmé hodnoty vykazovaly vysokou
heterogenitu a vztah mezi mnozstvim DNA a tydn&motenstvi nebyl prokazan.
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Graf 2: Vztah mezi mnozstvim naitené DNA a tydnemghotenstvi.
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5.3 M éreni koncentrace DNA v jednotlivych frakcich

Méieni koncentrace DNA izolované z jednotlivych vesidch frakci jsme
provedli také UV spektrofotometrem Beckman Couldy 530. Median nagtenych
koncentraci ve frakci 150-300 bp je 15,02 ng/pb jrakci 300-500 bp je median
16,08 ng/ul apro frakci 500-760 bp je 13,3 ng/Mnozstvi DNA nandiené
spektrofotometrem v jednotlivych frakcich je zndawoio v nasledujicim grafu (Graf 3).
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Graf 3: Koncentrace DNA nastené v jednotlivych frakcich pomoci spektrofotometru
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5.4 Gelova elektroforéza

Kontrolni gelova elektroforéza byla prowéad u vybranych a zakoncentrovanych
vzorki DNA z plazmy. Na gelu se tyto produkty ukazovalpodok tzv. ,smiru“.
M-velikostni standard, 1,2,3,4,5,6,7,8,9 — vybranérky, K- kontrola (voda + primery).
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5.5 Kvantifikace fragmentu kapilarni elektroforézou

Kvantifikace fragmerit kapilarni elektroforézou probihala na automatickém
analyzatoru ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer (ApgliBiosystems). Gonozomalni
sekvence byly optimalizovany a posuzovany s vymwitokusi v genech AMELX,
AMELY. Velikosti molekul byly zvoleny: AMELX 103 bpAMELY 109 bp.

Na zaklad separace fragmentkapilarni elektroforézou jsme odhalili dva
fragmenty odpovidajici PCR produktu. V ramci nassboboru vzork se vyskytuji oba
fragmenty spolén¢ (testovali jsme DNA z krevni plazmyhotnych Zen s plody
muzského pohlavi), igemz delSi z nich — o velikosti 109 pabazi (AMELX), se
obvykle vyskytoval ve &Sim mnozstvi.

Celkem bylo analyzovano 96 vzdrkz toho kazdy obsahoval telikostni frakce
(150-300 bp, 300-500 bp, 500-760 bp).
elektroforézou byly sekvence AMELX a AMELY spoie detekovany alesyiov jedné

U 39 viorknalyzovanych kapilarni

velikostni frakci. @innost této metodyip analyze fragmentace fetalni DNA izolované
z maternalni plazmy byla 40,6 %. Muzské pohlaviobpbtvrzeno ve vSechédhto

vzorcich. Namnsfené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Hodnoty fluorescence DNA ztrené kapilarni elektroforézou, vysledky jsou

uvedeny v RFU (relativni jednotka fluorescence).

Gislo vzorku _Tyden | kce 150-300 | frakce 300-500 | frakce 500-760
téhotenstvi

X= 16 864 X = 14 657 X= 7377
1FP/03 20

Y= 10474 Y= 47766 N

X= 6452 X= 1351 X= 1330
17FP/03 18

Y= 995 Y= 510 = 487

X =47 375 X= 12 744 X=22773
22FP/03 21

Y= 10251 = - Y= 6956

X = 18 986 X= 18 812 X= 4969
54FP/03 18

Y= 381 Y= 4974 Y= 2142

X= 16 147 X= 19 877 X = 14 553
35FP/04 19

Y= 2370 Y= 2679 Y= 4515

X= 5686 N = 60
43FP/04 19

Y= 4641 = eeeee- R ——

X= 33203 X= 38041 X=  eeeee-
75FP/04 18

Y= 26 Y= 3213 = 19
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Tyden

Cislo vzorku Y . frakce 150-300 | frakce 300-500 | frakce 500-760
t&hotenstvi

X= 16329 X= 13773 =

89FP/04 22
Y= 168 Y= 95 Y= -
X= 7945 X= 4692 = -

95FP/04 18
Y= 3226 Y= 7624 = S —
X= 7956 X= 6202 X= 4131

140FP/04 17
Y= 3646 Y= 4842 = 5849
X= 5905 X= 6961 =

150FP/04 12
Y= 8219 Y= 7701 = -
) R— S— = 6630

184FP/04 19
Y= e = - = 6885
X= 6783 = 8440 = oo

195FP/04 18
Y= 5176 Y= 3901 Y= ---
X= 9000 X= 34076 =

7FP/05 18
Y= 2830 = 5124 = -
X= e = 3601 = -

12FP/05 18
Y= = 3774 S
X= 1994 = 110 = 1568

19FP/05 23
Y= 558 = 107 = 1394
X= 1565 = 773 = 1050

30FP/05 26
Y= 726 = 216 = 574
X= 15333 X= 13767 = 9759

43FP/05 20
Y= 9960 Y= 8571 = 5910
X= 14001 X= 10557 = 8823

49FP/05 19
Y= 8874 Y= 6657 = 5364
X= 13617 X= 4329 = 3585

53FP/05 18
Y= 8721 Y= 2580 = 2217
X= 10710 X= 5676 = 5733

75FP/05 36
Y= 6579 Y= 3372 = 3333
X= 860 X= 194 = 646

86FP/05 13
Y= 769 Y= 168 = 484
X= 3227 X= 1345 = 849

108FP/05 10
Y= 2207 Y= 951 = 599
X= 153 X= 374 = 513

126FP/05 25
Y= 123 Y= 290 = 380
X= 2703 = 968 = 1530

132FP/05 21
Y= 1683 = 678 = 1020
X= 922 = - = 5087

137FP/05 21
Y= 746 S—— = 5760
X= 659 = 2451 = 5789

148FP/05 14
Y= 542 = 1752 = 3774
X= 3647 = 791 = 1224

165FP/05 9
Y= 2601 = 536 = 867
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Cislo vzorku Y Ui . frakce 150-300 | frakce 300-500 | frakce 500-760
téhotenstvi
= 770 X= 1497 X= 5057
185FP/05 27
Y= 554 Y= 1039 Y= 3387
= 6784 X= 8441 X= 969
195FP/05 18
= 1836 Y= 205 Y= 1220
) R— X= 2295 X= 2354
7FP/06 27
= s Y= 4055 Y= 1433
X= 16 147 X= 19 877 X = 14 553
35FP/06 13
Y= 2370 Y= 2679 Y= 4515
X= 264 X= 47 = e
146FP/06 13
= 137 = 22 =
= e S— = 290
164FP/06 13
Y= Y= Y= 161
= e = 6203 = -
250FP/06 13
Ce— = 4718 = e
= 3336 = 6209 X= 12684
285FP/06 13
- e = 4720 Y= 3624
= e = 6477 =
313FP/06 13
S— = 3137 = e
316FP/06 13 X = 6528 E— E—
Y = 4738 = - = -
331FP/06 13 - X = 6209 -
= Y = 4720 =

Pro srovnani bylo kapilarni elektroforézou analy@uy také osm vzotkmuzské DNA
zpracovaneé stejnym #pobem z krevni plazmy. Zji&ia data jsou uvedena v nasledujici
tabulce. V Grafu 4 jsou uvedeny podily fluoresceAMELX/AMELY v jednotlivych
frakcich DNA izolované z krevni plazmy muzZ grafu vyplyva, Ze ve frakci o velikosti
500-760 bp je Y-specifické DNA nejmé&n
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Tabulka 7: Hodnoty fluorescence muzské DNA &mné kapilarni elektroforézou,
vysledky jsou uvedeny v RFU (relativni jednotkeofiescence).

Cislo vzorku frakce 150-300 | frakce 300-500 | frakce 500-760

312FP/06 X=11331 X= 12333 X= 16 449
Y= 16623 Y= 14043 Y= 15606

318FP/06 X= 4709 X= 13923 X= 8421
T — Y= 16 677 Y= e

332EP/06 X= 2976 X = 10560 X= 13 005
Y= 4047 Y= 12033 Y= 14 001

340FP/06 X= 19 836 X= 20 886 X= 21957
Y= 22170 Y= 16908 Y= 21420

343FP/06 X= 10863 X= 8895 X= 17 166
Y= 8340 Y= 9453 Y= 15621

346FP/06 X= 115 X= 9792 X= 13770
Y= 4610 Y= 10863 Y= 13670

359FP/06 X= 12981 X= 6888 X= 9543
Y= 7380 Y= 10103 Y= 9609

362FP/06 X= 10944 X= 14 637 X= 13944
Y= 8148 Y= 11289 Y= 13 239

Tabulka 8: Primémé mnoZstvi nastené fetdlni DNA u muk
(podil AMELX/AMELY) ve sledovanych frakcich a zji&ta sn¢rodatna odchylka.

funkce frakce 150-300 frakce 300-500 frakce 500-760
Prameér 0,963 0,956 1,023
Smérodatna odchylka 0,564 0,207 0,054
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Graf 4: MnoZstvi muzské DNA z#tené kapilarni elektroforézou v jednotlivych
velikostnich frakcich. MnozZstvi DNA je uvedeno, gasontr AMELX/AMELY.
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Nasledujici grafy zobrazuji vztah mezi tydnem gidyi a mnoZzstvim fetalni DNA
v krevni plazns t¢hotnych Zen.

Graf 5: MnoZstvi fetadlni DNA zrsrené kapilarni elektroforézou v jednotlivych
velikostnich frakcich. MnoZstvi DNA je uvedeno, ggkontr AMELX/AMELY.
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Tabulka 9: Prmimérné mnoZstvi nagitené fetalni DNA (podil AMELX/AMELY)
ve sledovanych frakcich a zpgt snérodatna odchylka.

funkce frakce 150- 300 frakce 300-500 frakce 500-760
Pramer 2,313 2,550 1,847
Smérodatna odchylka 1,629 2,527 1,144

Graf 6: MnoZstvi fetalni DNA zréfené kapilarni elektroforézou ve frakci o velikosti
150-300 bp. MnoZstvi DNA je uvedeno jako porAMELX/AMELY.
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Graf 7: MnoZstvi fetédlni DNA zréfené kapilarni elektroforézou ve frakci o velikosti

300-500 bp. MnoZstvi DNA je uvedeno jako pgrAMELX/AMELY.
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Graf 8: MnozZstvi fetédlni DNA zrérené kapilarni elektroforézou ve frakci o velikosti

500-760 bp. Mnozstvi DNA je uvedeno jako pgrAMELX/AMELY.
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Graf 9: MnozZstvi fetélni DNA zrétené kapilarni elektroforézou ve vSech sledovanych
velikostnich frakcich. MnozZstvi DNA je uvedeno,gasontr AMELX/AMELY.
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5.6 Kvantifikace vybranych vzorkia pomoci real-time PCR

Pomoci Quantifile™ Y Human Male DNA Quantification kitu (Applied
Biosystems) jsme #tili mnozstvi DNA plodu muZzského pohlavi izolovanénateéské
plazmy. Meieni bylo stanoveno na zaktadlagMan technologie (real-time PCR)
srovnanim vniniho standardu — sonda #paa fluoroforem JOE a sondou, ktera
specificky rozpoznava sekvenci genu SRY, éenau fluoroforem FAM.

Vzorky analyzované touto metodou a i hodnoty diferenci jsou uvedeny
vtabulce 7. Graf 10 ukazuje mnozZstvi fetalni DNAnégené real-time PCR
v jednotlivych velikostnich frakcich. Grafy 11, 12 13 ukazuji mnozZstvi DNA ve
velikostnich frakcich ve vztahu k tydn¢hbtenstvi a graf 14 zobrazuje mnozZstvi fetélni

DNA v jednotlivych frakcich a mnozZstvi celkové DNZolované z krevni plazmy.

Tabulka 10: MnoZstvi fetalni DNA, data ziskana real-time PGRIgzou.

T Diference _Ct Diference _Ct Diference _Ct Diference pt Tyden
copaciema | S | e | ooy | “akort | tnotensu
1FP/03 5,66 7,06 20
17FP/03 13,2 9,91 18
35FP/04 18,39 19
15FP/04 8,89 12
195FP/04 7,33 18
7FP/05 6,73 18
43FP/05 7,02 20
49FP/05 12,77 5,81 19
53FP/05 12,35 9,11 18
75FP/05 6,19 57 36
165FP/05 -2,98 -2,2 -2,9 9,05 9
18FP/04 8,44 32
86FP/05 -0,13 0,21 9,05 13
126FP/05 -2,26 -0,3 -0,52 4,88 25
30FP/05 6,74 8,21 10,54 26
132FP/05 0,57 -0,69 8,78 21
108FP/05 -4,49 -5,02 -4,06 6,01 10
185FP/05 -3,82 -4,85 -5,15 6,89 27
148FP/05 -5,8 14
95FP/04 11,27 18
140FP/04 12,73 17
150FP/04 8,37 12
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Tabulka 11: Prmimérné mnoZstvi nagené fetalni DNA (podil AMELX/AMELY)
ve sledovanych frakcich a v celkové plazazjiSena sn¢rodatna odchylka.

funkce frakce 150-300 frakce 300-500| frakce 500-760 ;?;E?X:
Pramer 1,963 2,361 7,539 19,706
Smerodatna odchylka 4,591 7,309 7,182 2,973

Real-time PCR analyza celkové fetalni DNA izolovamérevni plazmy
gravidnich Zen, byla podle ziskanych dd#&jabulka 7) dinna v 82 %. H méteni
mnozstvi DNA v jednotlivych velikostnich frakciclyla (innost metody 72 %. Z nize
uvedenych grdf je mozno vyvodit, Ze ve frakci obsahujici DNA fragnty o velikosti
v rozmezi 500-760 bp je mnozstvi fetalnich nuklebvkyselin o 8&co mensi nez
v ostatnich dvou frakcich. KdyZz srovndme mnoZstWADvV jednotlivych frakcich
s celkovou DNA podle grafu 14, zjistime, Ze celk®@/dA také obsahuje méretalnich
nukleovych kyselin. Graf 15 ukazuje vztah tyd#leotenstvi a mnozstvi DNA z celkové
plazmy. Graf 16 zobrazuje vztah meti tydnefhotenstvi a mnozstvim DNA ve vSech

sledovanych frakcich.

Graf 10: Mnozstvi fetalni DNA zmsiené real-time PCR v jednotlivych velikostnich
frakcich. Mnozstvi DNA je vztazeno k rozdilu Ct imad (Ct(FAM)-Ct(JOE)).
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Graf 11: MnoZstvi fetalni DNA zréiené pomoci real-time PCR ve frakci o velikosti
150-300 bp. MnozZstvi DNA je vztaZzeno k rozdilu @thot (Ct(FAM)-Ct(JOE)).
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Graf 12: MnoZstvi fetalni DNA zréiené pomoci real-time PCR ve frakci o velikosti
300-500 bp. MnoZstvi DNA je vztaZzeno k rozdilu @dhot (Ct(FAM)-Ct(JOE)).
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Graf 13: MnoZstvi fetalni DNA zréiené pomoci real-time PCR ve frakci o velikosti
300-500 bp. MnoZstvi DNA je vztaZzeno k rozdilu @tdhot (Ct(FAM)-Ct(JOE)).
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Graf 14: MnoZstvi fetalni DNA zréfené pomoci real-time PCR ve vSech velikostnich
frakcich a v celkové plazén MnoZstvi DNA je vztaZzeno krozdilu Ct hodnot
(Ct(FAM)-Ct(JOE)).
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Graf 15: Vztah mezi mnozstvim DNA z&kenym pomoci real-time PCR v celkové
plazne atydnem ghotenstvi. Mnozstvi DNA je vztazeno krozdilu Ct dhot
(Ct(FAM)-Ct(JOE)).
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Graf 16: Vztah mezi mnoZstvim DNA z&enym pomoci real-time PCR ve vSech
sledovanych frakcich a tydnenghotenstvi. Mnozstvi DNA je vztazeno krozdilu
Ct hodnot (Ct(FAM)-Ct(JOE)).
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6 Diskuze

6.1 Izolace frakci fetalni DNA z gelu

Pro izolaci DNA z krevni plazmy jsme pouZili kit @mp® DNA Blood Mini Kit
(Qiagene) a po rozteni izolované DNA pomoci gelové elektroforézy jstastovali dva
rizné postupy izolace DNA fragméntz gelu. PouZili jsme kity: QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagene) a GenElute Agarose Spitu@ms od SIGMY. Vysledky obou
zminovanych postup byly srovnatelné, ale extrakce pomoci GenElute Bsdlaction
Kit od SIGMY byla technicky mé&hnarana, proto byl tento postup vybran.

Fetalni DNA nebyla ve vzorcich pomoci kapilarnikéleforézy vzdy prokazéna.
MuZe to byt zjisobeno nedostateou koncentraci DNA izolované z plazmyi BvySeni
mnozstvi vzorku izolované DNA vpravené do jamekugley mohla byt izolace DNA
z gelu @inngjsi.

Pro izolaci byly vybrany fragmenty v rozmezi velkiood 150 bp po 760 bp, toto
rozmezi bylo rozéleno na ti casti. Prvni frakce obsahovala fragmenty velikosti
150-300 bp, druha 300-500 bpiett frakce 500-700 bp. Podle publikovanych praci je
podil fetalni DNA nej¥tSi ve frakccich velikosti 150 bp az 500 bp. Fragiyead 1 kb
jsou jiz ve valné #Siné matéskéeho @ivodu (Li et al, 2004; Zhonget al, 2000).

6.2 Analyza fetalni DNA kapilarni elektroforezou

Kapilarni elektroforéza je velmi citliva metoda,tel€ni limit koncentrace DNA
uréeny Zhangenet al (2004) je 0,5 ng/ml. Vodka et al uvadi (2008), Ze tato metodika
je schopna rozlisit uz 1%f#imes Y-chromozomalnich sekvenci.gidnost metody
v naSsem provedeni byla 40,6 %. V&idi et al ve své praci vykazuje 92,85%
detekovatelnost vifpadt zachyceni AMELY. NizZSi &innost mohla byt v naSentipact
zpasobena nizkou koncentraci fetalni DNA v pl&zanjednotlivych frakcich. Ke zvySeni
acinnosti metody by mohloifspst izolovavani DNA z ¥tSiho mnoZstvi plazmy a takto

ziskanou DNA vice koncentrovat a aplikovat do jamejelu \&tSi mnoZstvi.
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Hodnoty fetalni DNA izolované z krevni plazmyhotnych Zen, které byly
nantreny kapilarni elektroforézou, &y velky rozptyl narozdil od hodnot DNA
naneienych u mud. Y-specifické sekvence izolované z krevni plazmyzim mely
nejwetsSi snérodatnou odchylku ve frakci 150-300 bp a to 0,56d¢rodatna odchylka
zjisttn& u hodnot DNA z krevni plazmy gravidnich ZenKé&a 300-500 bp) byla téfh
4,5krat tSi nez u muiz Tyto vysledky vSak rizou byt zfsobeny znénou
heterogenitou vzokk a jejich nestejnym rozprashim v jednotlivych tydnech
t¢éhotenstvi a také samotnou analyzod, kieré v rekterych analyzovanych frakcich
nebyla DNA wvibec zachycena.

Navzajem se mnozstvi Y-specifické DNA v jednotliliygelikostnich frakcich
vyrazre neliSi u vzork izolovanych z krevni plazmyehotnych Zen, ani u vzoik
izovlovanych z krevni plazmy miz Jen ve frakci 500-760 bp je mnozstvi této DNA
u mui nepatrg nizsi.

Detekce fetalni DNA byla ugpna aZ od devéatého tydrinotenstvi. Podle graf
6, 7 a 8 se mnozstvi fetdlni DNA v krevni plazmgravidnich Zen s postupujicim
teéhotenstvim miré zvySuje. Wataganara spolu s kolegy (2004) dosli skgjnym
zawram, totiz Ze se fetéIlni DNA v krevni plagngravidnich Zen s tydnenghotenstvi
zvySuje. Utili také, Ze zvySeni jeifblizné o 4,2 ekvivalenty genomu tydnFetalni
DNA detekovali jiz v 32. dnu¢hotenstvi, avSak pomoci real-time PCR a DYS1

sekvence.

6.3 Analyza fetalni DNA real-time PCR

Nejcastji pouzivanym postupem fp analyze fetalnich DNA fragmeintje
v soutastné dob real-time PCR (Albernet al, 2009; Arigaet al, 2001; Loet al, 1998;

a dalsi). Detel limit této metody byl popsan Hondat al (2002), ktery jej stanovil na
5,38 kopii/ml. My jsme pomaoci real-time PCR kvaktifzali SRY gen plodu.

Data ziskana touto metodowla zna&ny rozptyl, ve frakci o velikosti 300-500 bp
byla zjiS€na sné¢rodatna odchylka dokonce 7,31. MnoZstvi fetalni Dhdktiena touto
hodnotou byla ve sledovanych frakcichbpzné stejna, jen ve frakci 500-760 bp byly
hodnoty o &co nizsi. Podle grafll, 12, 13 a 16 mnozstvi fetalni DNA s postupmnjici

tydnem &thotenstvi mira kles&. Tyto vysledky mohou byt &gobeny malym mnozstvim
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testovanych vzork jejich zn&nou heterogenitou a nedostatgm pokrytim vSech tydn
t¢hotenstvi.

Pri sledovani vztahu DNA z celkové plazmy a tydaleotenstvi, mnozstvi fetalni
DNA s pibyvajicimi tydny ogt roste (graf 15). NasSim z&em je, Ze vysledky ziskané
pomoci real-time PCR, nemaji dostateu vypovidaci hodnotu kli nizkému mnoZstvi
analyzovanych vzoik a Ze hodnoty ziskané touto metodou nekorelujdisem
tehotenstvi. K podobnym z&im doSly také &které publikované prace

(Baueret al, 2006), jiné studie alefighazi s pesreé opanymi zavry (Lo et al, 1998).

6.4 Srovnani real-time PCR a kapilarni elektroforézy

Fetalni DNA Ize analyzovat kapilarni elektroforézmdaké pomoci real-time PCR.
Zadna z metod neprokéazala §istztah mezi tydneméhotenstvi a mnozstvim volné
fetalni DNA v krevni plazia Pomoci obouéthto metod byla fetalni DNA detekovana
ve vSech sledovanych frakcich. ®Olkvantitativni analyzy vzork naSeho souboru
vykazovaly velkou heterogenitu a variabilitu, kiggd souladu s publikovanymi pracemi
(Farinaet al, 2002).
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7 Zaver

Objeveni volné fetalni DNA v krevni plaznt¢hotnych Zen ukédzalo novou cestu
k neinvazivni prenatalni diagnostice. Fetalni DN&A wsmatéské plazm vyskytuje ve
formé fragmenti rizné deélky. Optimalizace izolace a kvantifika¢ehto fragment je
pro prenatalni diagnostiku zasadni, protoze zvlidato metodiky by mohlo vyznamin
prispet k Ustupu od invazivnich metod vy&asti plodu (Hahret al, 2002).

Volna fetalni DNA byla z krevni plazmy izolovana mpoci QiaAmf® DNA
Blood Mini Kitu (Qiagene). Po rozteni molekul DNA na gelové elektroforéze podle
velikosti byl pro izolaci fetalni DNA z gelu vybrddt GenElute Agarose Spin Columns
od SIGMY.

Analyzu fragment fetélni DNA jsme provedli pomoci kapilarni elekézy
a pro porovnani také pomoci real-time PCR¢ @ietody vykazovaly vysoky rozptyl
nanegienych dat a zadna z nich s jistotou neprokazalammnezstvi DNA koreluje
s tydnem &hotenstvi.

Celkem bylo z 96 izolovanych vzarkposuzovano 39 plazmatickych DNA od
gravidnich zen &kavajicich potomka muzského pohlavi. Pohlavi loylkieno pomaoci:
1. detekce gonozain z plodové vody nebo choriovych Kk 2. kontrolnim
ultrazvukovym vyséenim, 3. telefonickym dotazem po porodu.

Kapilarni elektroforéza detekovala fetalni DNA iaehnou z jednotlivych
velikostnich frakci ve 40,6 %. Real-time PCR analyz72 %, avSak s mnohent$im
rozptylem nandrenych hodnot.

Kapilarni elektroforéza je pro analyzu fetalni DNAodna, nebd maze rozlisSit
pohlavi plodu a saiané kvantifikovat STR lokusy. Ke zvySenéianosti kvantifikace by
mohlo pispét izolovani DNA z ¥tSiho mnoZstvi plazmy (alespol5 ml) a takto
ziskanou DNA vice koncentrovat a aplikovat do jamadelu &tSi mnozstvi (vice nez
30 pl).

Minimalizace jakékoliv kontaminace je dalSim vyzmgmm bodem zkvaliténi
analyzy volné fetalni DNA. V nasi préci jsme jedivét kroky (izolace DNA z plazmy,
gelova elektroforéza, PCR) prowdid v oddélenych laborattich. Pro zabezgeni

spolehlivé izolace Ize pouzit ndiklad rekteré z automatickychifstroja.
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9 Seznam pouzitych zkratek

AMC — amniocentéza

AMELX (AMX) — Lokus na chromozomu X koédujici proteamelogenin (amelogenin,
X-linked)

AMELY (AMY) — Lokus na chromozomu Y kédujici proteamelogenin (amelogenin,
Y-linked)

bp — base pair — par bazi

Ct — jednotka zastupuijici v real-time PCR difrédmadnot fluorescenci sond FAM — JOE

CVS - vySeteni choriovych klk

DNA - deoxyribonucleic acid — deoxyribonukleova élysa

dUTP — 2'-deoxyuridine 5'-triphosphate (TUNEL test)

DYS - zkratka z: DNA Y-chromosome, Segment — polgfmicoblast na Y chromozomu

EDTA — ethylenediamine tetraacetic acid — kyseéittaylendiamintetraoctova

EtBr — ethidium bromid — ethidium bromid

GE — Genom Equialent — ekvivalent genomu, jednbti@noceni mnozstvi fetalni DNA

(uvactna ve vztahu k 1 mililitru — GE/ml)

PCR — polymerase chain reaction - polymerazewzova reakce

RFU - relativni jednotka fluoresvence

RNA — ribonucleic acid — mediatorova ribonukleoy&dlina

rpm — round per minute - @@k za minutu

SLE — systémovy lupus erythrematosus

SRY — Region determinujici pohlavi na chromozom{séx-determining regions on

the Y chromosome)

STR — Short Tandem Repeat — kratké tandemové cep@nlymorfni oblasti)

TdT — terminalni deoxynukleotidyl-transferaza (TUNEeSt)

TRIS — tris(hydroxymethyl)methylamine — tris(hydyoxethyl)aminomethan

TSPY — Protein specificky pro varlata, vazany n@estis-specific protein, Y-encoded)

TUNEL — TdT-mediated dUTP-biotin nick end labelirgest na prokazani apoptozy
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