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Molekulirné genetické vySetieni aneuploidii chromozomii 13, 18, 21, X a Y pomoci metody
QFPCR

Kvantitativni  fluorescenéni polymerazova tetézova reakce (Quantitative Fluorescent
Polymerase Chain Reaction; QFPCR) je specidlni aplikaci klasické PCR metody slouzici
k namnozeni definovanych tsekiit DNA. Své uplatnéni ma zejména v prenatalni diagnostice
chromozomalnich aberaci - je zaméfena na detekci numerickych aneuploidii chromozomi 13
(Patautiv syndrom), 18 (Edwardstiv syndrom), 21 (Downtiv syndrom) a pohlavnich chromozomu
(Turnertiv syndrom, Klinefelteriiv syndrom, syndrom supermale a superfemale atd), které
ptredstavuji vice nez 90 % chromozomalnich aberaci.

QFPCR umoziiuje vyloucit nebo potvrdit numerické aneuploidie vybranych chromozomii do 2
dnti, coz v ramci prenatalni diagnostiky pifedstavuje zasadni vyhodu oproti klasické karyotypizaci
plodu, ktera trva zhruba 2 tydny. Metoda vyzaduje malé mnozstvi materialu a pfi porovnani STR
markert plodu a matky umozni také odhalit pfipadnou kontaminaci vzorku.

Na druhou stranu je QFPCR vysetieni svymi moznostmi ponékud limitované. Oproti klasické
karyotypizaci se nedokaze vyjadiit k numerickym abnormalitdm jinych chromozomi, nez které jsou
soucasti pfislusného QFPCR kitu. Dal§im nedostatkem je nemoznost identifikovat balancované
strukturni chromozomalni aberace - napiiklad inverze nebo translokace. Problémy mohou nastat
rovnéz s abnormalitami, které se budou vyskytovat ve formé chromozomalni mozaiky. Metoda neni
uspesna u nékterych typa polyploidii - ve vzacnych ptipadech mize byt neinformativni pro vSechny
markery na jednom nebo vice chromozomech. V takovém piipad€é je nutno pouzit alternativni
metodu bud’ metodu FISH nebo uplnou karyotypizaci.

Indikaéni kritéria

e vysoké riziko vrozené chromozomalni aberace pro plod
- pozitivni I trimestralni nebo II trimestralni screening
- vrozené vyvojové vady na UZ
- v€k Zeny nad 42 let
e pokrodila gravidita (odbér plodové vody po 21. tydnu téhotenstvi)

Analytické metody

Metoda VySetfované chromozomy
Stanoveni chromozomadlnich aneuploidii pomoci QF-PCR 13,18,21, X, Y
soupravy Devyser Complete (CE 1VD Kit)

Doby odezvy vzorkii
Metoda Doba odezvy vzorki
(pracovni dny)
Bézné i STATIM
Stanoveni chromozomalnich aneuploidii pomoci QF-PCR 9
soupravy Devyser Complete (CE IVD Kkit)
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Centralni piijem
vzorkii:

Po—-Pa

7:30h — 14.30h

Krev — 5 ml do KsEDTA (novorozenci 1ml, déti 1-
2ml)

Plodova voda — 1-2ml nativni burniky — sterilni
zkumavka

Choriové klky — 10 mg nativni bunky — sterilni
zkumavka

Plodova voda nebo choriové klky — kultivované
bunky — sterilni zkumavka 90-100% narostla kultura
bunék v 25 cm’ kultivaéni lahviéce

Izolovana DNA - 2 - 20 ng/pl v mnozstvi 20 - 30 pl
Vzorek oznacit minimaln¢ jménem, piijmenim a

rodnym ¢islem pacienta a datem odbéru vzorku.
DNA plodu znacit jednoznaén¢ jako DNA plodu.

Odkazy

Transport vzorku co nejdiive, (nejpozdé€ji do 3 hodin po odbéru) ve vhodnych naddobéch, boxech ¢i

stojanech pii obycejné teploté. Dlouhodoby transport vyzaduje termostabilni ptepravky zamezujici
znehodnoceni vzorku mrazem nebo teplem (chladici vlozky). Zadanky ulozit zvlast’ do igelitovych

desek.
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