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Uvod: Objev piitomnosti volné fetalni DNA (cfDNA) v ma-
tefské plazmé a rozvoj metod masivniho paralelniho se-
kvenovani (MPSS) umoznil s vysokou presnosti zachytit
neinvazivné aneuploidie plodu. Protoze fetalni cfDNA
tvolf pouze zlomek z celkového mnoZstvi cfDNA v matef-
ské plazmé, je nutné béhem sekvenace ziskat miliony
DNA fragmentl, abychom byli schopni zachytit maly
vzestup v zastoupeni pfislusného chromozomu u plodu
s aneuploidii. Byly publikovany rtizné statistické metody,
jak zachytit tuto zménu. Spoleénym rysem téchto metod
je, ze kvantifikuji mnoZzstvi fragmentd (readll) pochéazeji-
cich z daného chromozomu a zachézeji s timto poétem
jako s celkem. Cilem této prace je aplikace nové metodiky
pro screening aneuploidii plodu na zékladé detekce od-
chylky v distribuci volné DNA v plazmé téhotnych. Pro
tuto detekei byla vyuzita kombinace tfi metod: vyjadreni
poctu readd v nasobcich medianu (MoM), chromozomalni
fingerprint a exponencidlné vazeny pohyblivy primér
(EWMA), umoZiiujici pohled na distribuci readl podél da-
ného chromozomu.

Metodika: cfDNA izolovana z krevni plazmy 39 téhot-
nych, zahrnujici 35 euploidnich t&hotenstvi, 1 pfipad tri-
zomie 18 (T18) a 3 pfipady trizomie 21 (T21), byly
sekvenovany pomoci sekvenéatoru lon Proton (Life Tech-
nologies). Po filtraci dat byly primérné pocty readu
v 60kb Usecich pfislusnych chromozomd (binech) vyja-
dreny ve formé MoM, kdy jako median byl pouzit median
poctu readl/bin 1-10. chromozomu. Protoze jsme zjistili,
Ze v rdmci jednotlivych chromozomU se vSechny biny ne-

82

replikuji a nesekvenuji identicky, byly vytvofeny tzv. chro-
mozomalni fingerprinty, které odrazeji, jakym zptsobem
se dany bin v praméru replikuje (pramérny MoM v daném
binu). Korigovany MoM (cMoM) potom vyjadfujeme jako
odchylku v distribuci MoMu v daném binu oproti o¢eka-
vanym hodnotam fingerprintu. Nasledné pro zobrazeni
rozsevu cMoMu v prabéhu zkoumaného chromozomu
pouzivame kfivku EWMA, kde ndm statisticky vyznamny
pocet cMoM vychylenych mimo oCekavané hranice indi-
kuje zvySené riziko aneuploidie.

Vysledky: Na zédkladé 25 vzorku z euploidnich t&éhotenstvi
byl zkonstruovan fingerprint pro chromozomy 13, 18, 21
a X a stanoven o¢ekadvany cMoM a jeho SD. Nasledné&
byly pro 39 testovanych vzorkd (35 euploidnich, 1x T18
a 3x T21) vytvofeny EWMA kfivky a sledovano, jaka ¢ast
kfivky se vychylila mimo oCekavané meze. U vSech eu-
ploidnich t&hotenstvi byl po¢et cMoM nad horni mezi pod
20 %, zatimco u trizomickych gravidit se pohyboval nad
60 %. Podivame-li se na X chromozom, tak u plodd Zen-
ského pohlavi ndm EWMA krivka indikovala pfitomnost
oc¢ekavaného diploidniho stavu XX ve vSech pfipadech,
zatimco u plodd muzského pohlavi ndm monozomicky
stav indikovala v 75 %.

Zaveér: Aplikace nové metody kombinuijici vyjadreni po&tu
readld v MoM, chromozomalniho fingerprintu a EWMA
ma vysoky potenciél pro vyuziti v zachyceni téhotenstvi
s aneuploidiemi. Vyhodou toho pfistupu je kontrola profilu
celého chromozomu, coz by mohlo v budoucnu slouzit
i k moznému zachytu subchromozomalnich aberaci.



