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QF-PCR

Kvantitativni fluorescen ¢€ni polymerazova retézova reakce
(QF-PCR)
predstavuje metodu vhodnou k rychlé diagnostice
nejcastéjSich aneuploidii
a umoznuje okamzity management patologickych téhotenstvi




QF-PCR

Pri analyze se vyuziva PCR amlifikace
chromozom-specifickych polymorfnich STR markeru.

Metody vyuzivame v prenatalni i postnatalni diagnostice a
analyze potracenych plodu




Klasické metody vySetreni

Vysetreni karyotypu (hodnoceni barvenych
metafazickych chromozomu v optickém
mikroskopu)
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Klasické metody vySetreni

Karyotyp
 je soubor vSech chromosomu v jadre bunky.

* V bunécnych jadrech urciteho druhu je konstantni do poctu, velikosti i tvaru
chromozomu a jako takovy se pouziva jako druhovy znak

» je jeden ze zakladnich objektu cytogenetiky

IR

eni barvenych metafazickych chromozomu v optickém mikroskopu)



VysSetreni karyotypu

zakladni metodou vySetieni karyotypu (nejen) v rdmci prenatalni diagnostiky
chromozomalnich aberaci

Vyhody

moznost prohlédnout cely karyotyp, zhodnotit strukturu kazdého jednotlivého
chromozomu - a i jejich pocet.

Nevyhody

casova narocnost
klasicke vySetfeni karyotypu vyzaduje kultivaci ziskanych bunék ve specialnim médiu, coz vyrazné prodluzuje
dobu, kterd uplyne mezi samotnym odbé&rem vzorku a vydanim vysledku.

- amniocentéza €i odbér choriovych kIkd je nutné pocitat v priméru s minimalné dvoutydenni Ihatou (vysledky
CVS byvaji obecné o néco dfive diky vétSimu rustovému potenciélu choriovych bunék).

- kordocentéza ma v tomto pfipadé znacnou vyhodu rychlého zpracovani vzorku (obecné jen nékolik dni),
nebot je odebirana fetalni krev (velky rastovy potencial lymfocytu).

ekovat urcite chromozomalni prestavby malého rozsahu

hromozomU apod.

molekularni cytogenetiky jako je napfiklad FISH (fluorescent in-situ hybridization -
fluorescencni in-situ hybridizace).



QF-PCR - nova metoda

neboli kvantitativni fluorescen €ni polymerazova fretézova reakce

(Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction)

» specialni aplikaci klasické PCR metody, slouzici k namnozeni
definovaného useku DNA.

« V ramci prenatalni diagnostiky se lze také setkat s oznacenim
amnioPCR (v souvislosti s amniocentézou - jako metodou, pouzitou
k ziskani vzorku).

« Tato metoda umoznuje vyloucit / potvrdit numerické odchylky
vybranych chromozomu a to v extrémné kratkém ¢asovem obdobi
jednoho, maximalné dvou dnd.

Nejcastejl jde o chromozomy, jejichz numerické abnormality tvori
' chromozomalnich aberaci: 13, 18, 21, X a V.




QF-PCR

o Ze vzorku AMC, CVS se pomoci nékteré ze standardnich metod
nejprve izoluje DNA.
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QF-PCR

Pro vlastni PCR metodu jsou pfipravené specialni ,kity"
s fluorescencné znacenymi primery.

Tyto primery ohranicuji specifické lokusy na prislusnych chromozomech
(13, 18, 21, X a Y), které se pro potreby této metody téz oznacuji jako markery.
Jedna se o takove useky, které obsahuji vysoce polymorfni sekvence
mikrosatelitni DNA - kratké tandemové repetice STR (Short Tandem Repeats).




QF-PCR

Metoda PCR amplifikuje STR oblasti
a vytvari fluorescenéné znacené amplikony
za pomoci lokus specifickych primeru
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QF-PCR

Multiplex PCR
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QF-PCR

Multiplex PCR
7 markeru pro diagnostiku chromosomu 21
7 markeru pro diagnostiku chromosomu 18
7 markery pro diagnostiku chromosomu 13
7 markert pro diagnostiku chromosomu XY.

8. Vysledky a analyza (pokrac.)

8. Vysledky a analyza (pokrad.) Prehled markerd
- Devyser™ Complete Mix 2
Piehled markerd vy L
Velikost mar- Velikost mar-
Devyser™ Complate Mix 1 Nézew Pozica keru (bp)* keru (bp)* Barva fluo-
Velikost mar- | Velikost mar- Markeru POP-4/POP-6 POP-7 roforu
Nézew Poziee keru (bp)* keru (bp)* Barva flucro- / -
Markeru foru 13E 13q32 160 - 248 160 - 248 Flud
POP-4/POP-6 POP-7
138 13q12 234 - 327 232 - 323 Zelend 13F 13q12 260 - 320 260 - 320 Modrd
138 13921 370 - 430 365 - 425 Modrd 136 13g14 314 - 415 314 - 415 Zelend
13C 13831 425 - 474 425 - 474 Futd
18G 18g11 326 - 380 326 - 380 Modrd
13D 13913 420 - 490 413 - 479 Zeland
pi:a) 18pll 430 - 467 430 - 487 Zlutd
1BA 18g11 190 - 230 180 - 230 Zelend
Z1E 21g22 370 - 410 370 - 410 Flutd
1BB 18g12 180 - 228 1BD - 228 Futd
Z1F 21922 386 - 445 386 - 449 Modrd
1BC 18q12 298 - 350 288 - 350 Modrd
21G 21gz2 430- 490 430 - 490 Zelend
180D 18q22 330 - 408 325 - 403 Zelend
181 18421 360 - 415 360 - 415 Fiutd X =105 X =106
¥l Xp22f¥pll ¥ =110 ¥=111 Zelend
/- Zhy +i- 2
214 21821 160 - 205 160 - 207 Modrd ! 2) L 2
A ) Xp22f¥pll 180 - 220 18z- 222 Modrd
21B 21521 220 - 283 220 - 285 Modrd
21C 21922 256 - 350 256 - 353 Fiutd
x1 Xg26 120 - 170 120 - 170 Zelend
210 21g22 440 - 492 440 - 492 Modrd
2 q13 230 - 260 230 - 260 Zelend
*Na zékiadd pozoravanych & kalkulovanych vellkest] markend. Piky markerd 4
s velikostmi mimo dané rozpiét] se miZou wyskytnout, ale nezahmuji == do i3 xg26 262 - 315 262 - 315 Flutd
analjzy v rdmci Devyser™ Complete, Doporufujeme pro tyto piipady poudit
Devysar™ Resslution soupravy.
Y1 ¥pil 235 {#/- 2bp) 236 (+/- 2bp) | Modra
7 =182 7 =182
7™ Fg34/xg13 ® =202 ¥ =202 Zelend
{#- 2bp) (+/- 2bp)
*Na zékladd pozarovanych & kalkulovenych velikest markerd. Piky markerd
s welikestmi mimo dané rozpét] se miZou vyskytnout, ale nezahrnuji se do
enalyzy v rAmci Devyser™ Complete. Doporulujeme pro tyte piipady poulit
Davyser™ Resolution soupravy.
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= L QF-PCR

* Vzniklé PCR produkty jsou separovany a analyzovany pomoci
automatického genetickeho analyzatoru.

e Relativhi mnozstvi kazdé STR alely je kvantifikovano pomoci
vypoctu poméru obsahu pikd, pFip. jejich vysek.
o STR se liSi mezi jedinci velikosti, podle

toho, kolikrat se opakuiji trojice, Ctverice nebo pétice

nukleotidu.
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QF-PCR

o V pfipadé diploidie, je signal dvou alel 1:1, kdyz se jedna o
homozygota, pak jeden peak s dvojitym signalem.
» P¥i trizomii dostaneme signal 2:1, 1:2, nebo 3 peaky 1:1:1.

e Chybégjici chromozom X u Turnerova syndromu je detekovan
pomoci poméru X vs. 7. chromosom. U normalni zeny je tento
pomeér 1:1, u postizené je 1:2.

Two allele copies

G0bp (15 x 4bp)
12abp
ailele 1 =2 22 (29s8p)

% 26bp (9 x 4Bp)
124bp
Anete 2. = —(IIIITINTD———— (3F35s)
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Three allele copies

112bp

48bp (12 = 4bp) I X
Allete 1 —«:11]]]1131t|]]]'_mz|1::—~a”l 2428 (z8abp) - -
% 44bp (11 x 4bp)
12abp
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Allele 3

% Labetied primer
[l 5TR - Tetrarepeat {4 be)
=72 Uniabelbed prirmer




QF-PCR

 DNA amplifikovana z normalniho heterozygotniho jedince (ma alely
s ruznou velikosti)pro specifickou STR sekvenci bude mit dva piky s

odliSnou délkou v daném rozsahu

Heterozygotni marker (pomér ploch 1:1)

« DNA ampllflkovana z trinomickych jedincu vykaze
1zne alely) se stejnou plochou
ruzneé alely), z nichz jeden méa dvojnasobnou

Trizomicky dvoj-alelicky marker (8.3:
pomér ploch 2:1; 8.4: pomér ploch 1:2)




QF-PCR

*QF-PCR Homozygotni jedinci (maji alely se stejnou delkou)
nebo monozomni vykazou pouze jeden pik

Homozygotni/monozomni marker
Jedinci homozygotni nebo monozomni jsou nejvétsSim problémem pro
testovani abnormalit pohlavnich chromozomu. Pokud pouzijeme STR
specifické pro chromozom X, néktere vzorky z normalni zeny XX
muzou vykazat homozygotni QF-PCR vysledek, ktery nelze odlisit od
vzorku s jedinym X, jako pfi Turnerové syndromu. Zaclenénim dalSich
STR markerd chromozomu X do analyzy redukuje pravdépodobnost
homozygotnosti, ale neeliminuje ji zcela.Problém monosomie X feSi 7X
marker pro relativni kvantifikaci chromozomu 7 a X. Pro normalni zenu
je pomer 7X 1:1 Pro normalniho muze a zenu s monosomii X je typicky
pomer 2:1

- Normalni Zena s pomérem 7X 1:1. . Normalni muz s pomérem 7X 2:1. .



Artefakty QF-PCR

«Stutter piky jsou detekovany jako

samostatné piky, které jsou o jednu nebo nékolik repetic mensi, nez
aktualni STR alela. Typicky stutter pik ma obsah mensi, nez 15% vuci
pfislusnému STR piku.

ekovany jako samostatné piky, které jsou o
PCR produkt s plnou délkou (+A pik)
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Hodnoceni QF-PCR
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Vyhody QF-PCR

sodstranuje nutnost opakovat nékteré testy s nejasnym vysledkem (jako u kayotypizace),
protoze je kazdy syndrom analyzovan pomoci mnoha STR soucasné.

spro kazdy chromozom jsou zahrnuty i velmi kratké STR Useky,
diky nimz Ize analyzovat i Caste¢né degradovanou DNA.

stest odhali kontaminaci matefskymi bunikami, neni nutné analyzovat soucasné
vzorky rodicu.

stest zjisti i pfipadny mosaicismus
sdetekce Turnerova syndromu

sreagencie v alikvotech zjednodusuji pouziti a snizuje moznost kontaminace

. analyza trva mene nez 5 hodin, takze Ize mit vysledky jesté tyz den.
* Hands-on doba je cca 90 minut
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VT i
enatalni molekularni diagnost

Nové trendy v pr
aneuploidii

STR analyzy aneuploidii vSech chromozomu
celegonomové sekvenovani

Neinvazivni vySetfovaci techniky

Detekce sekvenovanim volné fetalni DNA Izolované
Z materskeé plasmy

Detekce kvantifikaci volné fetalni RNA Izolované
Z matefské Plasmy pomoci SNP







Kazda dostatetné pokrocCila technologie
je k nerozeznani od magie

Arhur C. Clark




