Princip
molekularné genetické
diagnostiky

Rozpoznani a identifikace mutaci v genech,
které jsou v asociaci s danou chorobou.

Jakmile je identifikovana geneticka pficina

onemocnéni na Urovni DNA,

mUZe se vyvinout specificky test

k analyze relevantnich genetickych charakteristik pacienta

Neni zatim mozné vysetrit,
zda proband bude trpét jakoukoliv dédicnou chorobou,
vzdy se vySetruje moznost poskozeni urcitého konkrétniho genu.

Existuji i vySetreni, které nezapadaji do této definice,
z téch béznych napr. molekularné geneticka detekce aneuploidii
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z téch béznych napr. molekularné geneticka detekce aneuploidii



Molekularné geneticka diagnostika

V molekularné genetické diagnostice jsou
dva zakladni a navzajem zcela odlisné
metodické pristupy vysetreni:

enepfimé (gene tracing)
epiimé (direct testing).



Prima molekularné geneticka diagnostika

Detekce kauzalnich mutaci v odpovédném genu
vzdy potvrdi klinickou diagndzu

musime znat:
 gen, ktery ma byt analyzovan
« standartni (wild type) sekvenci tohoto genu



Pfima molekularné geneticka diagnostika
Metody detekce znamych mutaci (scoring)
v genu asociovaném s danou chorobou

Metody prfimého vyhledavani neznamych mutaci (scanning)
v genu asociovaném s danou chorobou



Prima molekularné geneticka diagnostika

Metody detekce znamych mutaci (scoring)
detekce urcité kauzdlni mutace pro danou chorobu specifickou metodou

Detekce znamé sekvencni zmény je mozna u:
1) chorob s predpokladanou alelickou homogenitou, tzn. ze
patologicka alela prislusného genu je reprezentovana
* jedinou mutaci (srpkovita anemie)
* omezenym poctem mutaci (al-antitrypsinovy deficit)
* rozsahlou fadou mutaci rozmisténych pres cely gen,
kdy jedna nebo vicemutaci se vyskytuji s prevalujici ¢etnosti
(CFTR, DMD)
* expanzi trinukleotidovych opakujicich se sekvenci (HD, MD)

2) v rodinach s jiz charakterizovanou mutaci v prislusSném genu

3) ve vyzkumu (k potvrzeni kandidatniho genu
a k odliseni nepatogeniho polymorfismu)



Priklady chorob s vymezenym poctem mutaci

Srpkovita anemie

mutace E6V v HBB genu

Cysticka fibr6za

mutace F508del v CFTR genu

Huntingtonova chorea, Myotonicka dystrofie,
Fragilni X

nestabilni expanze trinukletidovych repetici

Hemofilie A

velka inverze v genu pro faktor 8

Duchennova muskularni dystrofie

60-70% mutaci tvori velké delece

Tay-Sachsova choroba

inzerce 4pb v exonu 11 genu HEXA

Lebrova opticka atrofie

mitochondrialni mutace nukleotidu v pozici 3460,

11778, 14484




Prima molekularné geneticka diagnostika

Metody detekce znamych mutaci (scoring)
detekce urcité kauzalni mutace pro danou chorobu specifickou metodou

Amplifikace tseku s pfedpokladanou
deleci

detekce deleci

Restrikéni analyza PCR produktu

mutaci vznikd nebo zanika specifické misto v DNA,
rozliSované restikénim enzymem

Hybridizace PCR produktu s alelové
specifickymi oligonukleotidy

detekce bodovych mutaci

PCR s alelové specifickymi primery
(ARMS test)

detekce bodovych mutaci

PCR s primery ohranicujicimi
predpokladané delece v DNA

uspésna amplifikace odhali pfitomnost specifické
prestavby v DNA

Analyza teploty tani PCR produktu
pomoci real-time PCR

zména teploty tani v porovnani s pozitivni a standartni
kontrolou odhali specifickou sekvencni zménu

Triplet Primed PCR

detekce expanze trinukleotidovych repetici v DNA

Multiplex Ligation Probe
Amplification MLPA

detekce rozsahlych deleci a duplikaci, vhodna pro
stanoveni SNP genotypt a testovanani metylaci v
promotorové oblasti genti




Prima molekularné geneticka diagnostika

*  Metody primého vyhledavani neznamych mutaci (scanning)

postupné nebo multiplexni screenovani Usekl genu asociovaného s danou chorobou pomoci
vyhledavacich metod

odhali jakékoliv odchylky v analyzované sekvenci DNA pacienta
ve srovnani se standartni sekvenci

neodliSi patogenni a nepatogenni zmény v sekvenci DNA

jsou narocCnéjsi ¢asove i financné
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Prima molekularné geneticka diagnostika

Metody primého vyhledavani neznamych mutaci (scanning)
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Prima molekularné geneticka diagnostika

Scoring kauzélnich mutac[ ) Scanning kédujici oblasti genu

|dentifikace dosud nepopsané mutace 277



Prima molekularné geneticka diagnostika

neznama mutace — kauzalni mutace???

Aby mohla byt sekvenéni varianta detekovana k prediktivhimu genetickénu testovani
potreba nezavislého dlikazu, Ze je patogenni

egenetickd charakterizace - aspekty evoluéni konzervace

- kosegregace mutace s chorobou v nejméné 2 rodinach
- absence u 100 zdravych kontrol (<1%)

ofunkéni charakterizace -rekombinantni in vitro exprese na definovaném
genetickém pozadi

-zkouska funkce proteinu s charakterizovanou mutaci
v ex vivo tkanich



Vv molekuldrné genetické diagnostice jsou
dva zakladni a navzajem zcela odlisné
metodické pristupy vysetreni:

*nepfimé (gene tracing)
*primé (direct testing).

-



Nepfima molekularné geneticka diagnostika
NepFima diagnostika byla daleko vice pouZivana v I’T}Inl:I|OStI,
kdy u vétiiny chorob nebyla znama presna molekularni

povaha poskozeni genu, )
popk. ani ktery gen pfesné je u dané choroby poskozen.

U nepfimé diagnostiky postacuje,
je-liznama jen jeho pfiblizna poloha v genomu.

Dnes se tento typ vySetieni pouZiva tehdy, kdy sice vime,

porucha kterého genu je zodpovédna za dany patologicky fenotyp

ale nevime, jaké konkrétni poskozeni genu chorobuy
U vysetrovaného jedince vyvola.

_—




Nepfima molekularné geneticka diagnostika
nezkoumd se ptimo pfitomnost

nebo nepiitomnost urcité poruchy v genu,

ale segregace markeru, ktery je ve vazbé na alelu genu,

jeji porucha vyvola vadny fenotyp.
Marker, jehoZ segregace v rodokmenu se sleduje,

se dédi totiz spolecné s genem,
sam ale s chorobou nema zadnou pfic¢innou souvislost.

Ve zkoumaném rodokmenu se porovnava segregace markeru
se segregaci choroby

Jako markery se pouzivaji DNA polymorfismy

_—




DNA polymorfismy o
sekvence DNA se lisi mezi jedn?tI|VC|: ]

p¥itomnost nékolika alel v urcitem mlste.- . -
tjako misto v sekvenci DNA, v ném# jsou jedincl rozdilni.

«jednobodovy polymorfismus
(single nucleotide polymorphism — SNP)

* minisatelitové polymorfismy
VNTR - variable number tandem repeats

*mikrosatelitové polymorfismy (STR - short tandem repeats,)
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Jednobodovy polymorfismus |
(single nucleotide polymorphism — SNP)

erozdily v jednom nukleotidu v urcitém misté

evyskytuje se asi jedenkrat na 1000 part bazi.

«cely lidsky genom obsahuje vice nez 1,5 milionu SNPs
*vyskytuji se v intronech, v extragenovych oblastech
*jen asi 50 000 SNP v kédujicich sekvencich gen(

*pfitomnost/nepFitomnost restriké. mista,
vznik RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

—



Jednobodovy polymorfismus-
(single nucleotide polymorphism — SNP)

Detekce
RFLP (restriction fragment lenght polymorphism)

restrikéni Stépeni genomické DNA s ndslednym Southern blottingem
PCR amplifikace s naslednym restrikénim Stépenim
PCR amplifikace s naslednou sekvenaci

DNA array (Cipy) analyza aZ 100 tisic SNP v jedné analyze




Minisatelity
umber of tandem repeats)

(VNTR - Variable n . |
«Jedna tfida polymorfizmu je zplisobena tandemovou Inzercl

nékolika kopii sekvence DNA o délce 10 aZ 100 pari bazi,
je charakterizovana vétsim poctem alel,
které se li& podle toho, kolik kopii minisatelitu je pfitomno.
*Délka zakladni repeticie je vétsi nez 6 bp
a pocet opakovani repeticie 10 —=100.
*Vyskytuji se preferenéné v telomerickych oblastech.
*Odhadovany pocet je cca 10%.
*Jejich vyuziti je velmi omezené.
?;2;r:?i::Pljn| -9-24 bp’, hlavné v centromrickych oblastech
€ - 6 bp dlouhé(TTAGGG)n, n&kolik 1000 repeate
' Peatu na telomerach




Mikrosatelity - kratke tandemové repetice STR
(Short Tandem Repeats)

délka zakladni repetice 2 —6 bp

pocet opakovani repetice 2 — 100 bp
Rozptylené rovnomérné v lidské genomu
Vyskytuji se bézné v populaci

Nejsou prepisovany do proteinu TOCCAAGCT CTTOCTCTTCCCT AGATCAATACAGACAGAAGACA
., GGTGGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGA
leZi v intronech TAGATAGATATCATTGAAAGACAAAACAGAGATGGATGATAGAT

. vive ACATGCTTACAGATGCACAC
Nejsou pficinou choroby

Tvofi vzorce bez vztahuy s fenotypem g e
Mezi jednotlivci se velmi ligi ST ——Y
RITHE -4 v , t 10 E t T *
Odlisuji jednoho ¢lovéka od druhého T :EZ:;_ -+
s 12repeats e e
I R T e e e e .

. -
4

Target region
(short tandem repeat)




Vyuziti polymorfnich mist lidského
genomu

O Identifikace osob/vzorka DNA (A. Jeffreys 1985)
(lidé obvinéni z kriminalnich ¢inQ, obéti katastrof)

1 Urcovani paternity (VNTR, STR)

 Nepfima diagnostika monogénnich chorob

1 Hledani novych genu (pozi¢ni klonovani geni)

(d SNP a multifaktorialni choroby




Neprima diagnostika




Neprima diagnostika

gelova elektroforéza kapilarni elektroforéza
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Neprima diagnostika

Vazebna analyza je umoznéna:

— v rodinach s dvéma a vice jedinci s klinicky potvrzenou diagndzou
— rozliSenim dvou chromozomu pomoci markerd na DNA

— pfirazenim DNA markeru (tj. chromozomu) k patologii v rodiné

Zakladni principy neprimé DNA diagnostiky

1) odliSeni dvou chromozomU rodicu (heterozygozyta markert)
2) ur€eni faze (urceni haplotypu - souboru alel polymorfnich mist ve vazbé)
3) urceni haplotypu (chromozomu) asociovaného s patologii v rodiné

Prisna rodinna specifita
Nikdy nepotvrzuje diagndzu




Neprima diagnostika

uzitim vazebnych markerud v rodinnych studiich
odhali chromozom v asociaci s nemoci v rodiné




Neprima diagnostika

‘\

chr.n chr.n
[mt]+[=] [?]+[=]
[A1]+] A3] [A1]+[AZ]
chr.n
chr.n

[mt]+[?] [=1+[=]
[Al]+[A2] [A1]+[A3] informativni



Neprima diagnostika

‘\

chr.n chr.n
[mt]+[=]
[A1]+[A3] [A1]+[A1]
chr.n

chr.
[mt]+[?] [=]+[=]
[AL1]+[Al] [A1]+[A3] neinformativni




Neprima diagnostika
Neurofibromatoza typu 1

Autozomalné dominantni dedicbnost

131 131

e
o m-

135 131 135 131 131 135 12? 13;
187 179 181 179 179 179 '

oy u

135 131 138 135
131 131
179 179  [18% 179 181 185

. neznama mutace haplotyp v asociaci s neznamou
mutaci

Polymorfni systéemy
GXAlu /i27b
IVS38GT /i38



Neprima diagnostika
Cysticka fibroza

Autozomalneé recesivni dedicnost

OO G
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<D<> F508del Polymorfni systéemy IVS17BTA alely 1 -6

<D l:| neznama mutace D haplotyp v asociaci s neznamou mutaci




Cysticka fibroza
Neprima diagnostika

Lokalizace extra a intragennich polymorfnich mist genu CFTR
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Neprima diagnostika
Duchennova svalova dystrofie

X vazana dedicnost

23— 243,251 |
251 242
173 .153 /
193 50,1 7
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- neznama mutace haplotyp v asociaci s neznamou mutaci




Duchennova svalova dystrofie
Neprima diagnostika

Polymorfni mista v dystrofinovém genu

amH | STR45 STR50 :
5(CA)Nn Taq 1 STR44 STR49 AN
................. T b E—T ARAnAAD
Legenda
*5°(CA)Nn alely 172 — 184 pb
pERT 87-8/Taq | alela 145 pb (-), 71 pb a 74pb (+)
pERT 87-15/BamH | alela 216 pb (-), 166 pb a 50 pb (+)

*STR sekvence /(CA)n/: STR44 alely 174 — 204 pb, heterozygozyta 87%
STR45 alely 156 — 184 pb, heterozygozyta 89%
STR49 alely 227 — 257 pb, heterozygozyta 93%
STR50 alely 233 — 251 pb, heterozygozyta 71%
*3°(CA)n alely 131 — 137 pb




Duchennova svalova dystrofie
Neprima diagnostika

ABIA GeneScan® 3.1 GeneScan™ Project-14/3/2002 Display-9 Page 1 of 1
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Faktory, |
které ovliviuji spolehlivost

nepfimého molekularné gene
1. spolehlivost klinické diagnozy

sNa.
lekularni vydetfeni nemé smysl, protoze se sledov

tického vysetreni

_ .oy . v P "e
Klinické diagnéza onemocnéni musi byt naprosto pr ala segregace

Je-li vyslovena $patna klinick4 diagndza, uvedené mo i
markeru véazaného na gen, ktery nemd s chorobou nic spole¢ného. B
Vysledek molekuldrniho vySetfeni je v tom pfipadé nesmysiny a zavadéjici.

2. Moznost rekombinace mezi markerem a genem

MateFska a otcovska chromozomalni DNA se v pribéhu crossing-overu "promichd" v ramci homolognich chromozomd.

Pohlavni buiika pak nese nové "smichanou” DNA - takto se vedle sebe mohou v gameté dostat informace, které spolu ptivodné nesousedily
Napf. marker plvodné v sousedstvi vadného genu na otcovské DNA se timto "smichanim" octne v sousedstvi "zdravého" genu

pochdazejici z matei'ské DNA, nebof mezi nim a markerem doslo k rekombinaci.

Pravdépodobnost rekombinace roste se vzdalenosti mezi sledovanym markerem a genem.

3Spolehlivost biologickych vztahti v rodokmenu

Blolo’gi.cké“ozcovstvi vySetfovanych osob v rodokmenu musi souhlasit s Udaji uvedenymi v rodinné anamnéze
kterd je vétiinou sestavena na podkladé vypovédi probanda. J

Je-li zapottebi vy3etfit Siroky rodokmen ivd o te Hivreh
, broband nemivé o téchto ¢ i keaifer ixe ivo
nebo vzdalenéjsich pFibuznych znalost. itlivych Gdajich tykajicich se rodigd, prarodicd

N&kdy je jako vedlejél produkt nepiimea irné
pfimého molekularné genetického vySetfeni
¥ v t Et
Ze u nékterych osob nesouhlasi biologické vztahy v rodiné veetient odhalen,

Nékdy maz i ( :
¥ muze tato souvislost zistat nepoznana a mase vést k fale3nému vysledku




Cysticka fibroza
Neprima diagnostika

0

[FS08]+[=] [=]+[=]
[A1]+[A3] [A2]+[A5]

A

[F508]+[=] [=]+[=] [F508]+[G542X]
[A1]+[A2] [A3]+[A5] [A1]+[A1]



K provedeni nepiime diagnostiky je u nékterych chorob nutne

vySetfit co nejvétsi okruh ¢lend rovdiny, .
tedy i zdravych, u kterych se nepredpoklaq:a, .
se by mohli byt nositeli patologie v(partneri osob v riziku).

Z praktického hlediska je to komplikované a nékdy az nemozne,

v nékterych rodinach se jejich ¢lenové ani priliS neznaji a nemaji ochotu
podstupovat vySetfeni kvali probandovi,

ktery je z jejich hlediska vzdalenym pfibuznym.

Nepfima molekularné geneticka dia ' ' ¢
=Prm gnostika ma mnoho ne
a Jeji vyznam postupné klesa s tim, vyhod

" fo o T ESE
Jak se vyvijeji moznosti primeho molekularné genetického vysetieni

_—




Molekuldrné genetické vysetfeni se provadi

prenatalné postnatalne

£

!




Postnatalni vysetreni

L4

Pokud je provadéno u zijicich osob, pak je
cilem
epotvrdit nebo upresnit klinickou diagndzu
e identifikovat prenasece genetickych
onemocnéni
e stanovit presymptomatickou diagnozu,
identifikaci onemocnéni pred jeho manifestaci
tj. odhalit, jestli v genomu probanda je takova
molekularni zmeéna

na urcitém genu, ktera zplsobi, Zze v pribéhu
svého zivota

onemocni prislusnou chorobou. 4 &
?
( o g
\
wlZe ﬂ "




Prenatalni a preimplantacni vysetreni

odhaluji zavazna onemocnéni pred narozenim ditéte
ma jasné preventivni ulohu

Jeho cilem je zabranit nebo se pripravit
na narozeni postizeného ditéte.

Historie prenatalni molekularné genetické diagnostiky
se datuje od roku 1981,

kdy bylo poprvé u plodu diagnostikovano,
jestli bude postizen srpkovitou anémii,
pro kterou byla jeho matka prenaseckou.




Preimplantacni geneticke
vysetreni




Preimplantacni genetickeé vysetreni

Umoznuje vysetfit embrya ziskand metodami asistované reprodukce
jesté pred jejich prenosem do délohy.
Z embryi jsou mikromanipula¢nimi technikami odebrany
* jedna nebo dvé bunky (blastomery) ziskané z embrya starého 3 dny (72 hodin po oplodnén
* vice bunék z trofoektodemu blastocysty staré 5 dni
Vysetreni vice bunék z trofoektodermu eliminuje riziko mozaicismu

Preimplantacni genetické vySetreni embrya rozdélujeme na
e preimplantacni geneticky screening — PGS

Vyuziva se pro screening nové vzniklych chromosomovych vad (aneuploidii)
e preimplantacni genetickou diagnostiku — PGD

pfi riziku vzniku prenosu monogenni choroby nebo chromosomové vady

(strukturalni aberace — translokace, ev. inverze) dané genotyp odicu




Preimplantacni geneticky screening — PGS

PGS vysetreni metodou FISH, kdy jsou vySetreny pouze chromosomy 13, 18, 21, Xa Y
(ev. i chromosomy 15, 16, 22) se dnes jiz povazuje za obsolentni.

Dava se prednost metodam na technologii mikroCipa (napft. array CGH, SNP array)
eventudlné sekvenovani nové generace — NGS.
Tyto metody dovoluji vysetfit aneuploidie vSech 24 chromosomi




Preimplantacni geneticka diagnostika — PGS

PGD pfi chorobach s monogenni dédi¢nosti dosud vétSinou vyuziva
neprimou genetickou diagnostiku — PGH (preimplantation genetic haplotyping)
pomoci STR markert metodou PCR4

Zde je nutné vysetreni jak postizeného (postizenych) rodinného pfislusnika, tak rodica.

Vhodnou metodou je tzv. karyomapping,
kterym je mozné soucasné provést i screeningové vysetreni chromosomovych aneuploidii.

V blizké budoucnosti se rozsifi i vyuziti metody sekvenovani nové generace — NGS pro ucely




GS(aneuploidie)
- PGD (monogenni choroby)

Preimplantacni geneticka di

Preimplantacni geneticky test PGT — A (aneuploidie)
M (monogenni choroby)

z



Preimplantacni geneticka diagnostika
monogenne dedicnych chorob

Selekce embryi pro in vitro fertilizaci (IVF)
pro pary s rizikem prenosu dedicné choroby na potomky

Pro genetickou analyzu vhodné tri typy bunék

1. Poldrni téliska odebrané ze stadia oocyt/zygota i | ) 3
2. Buriky (blastomery) z embryi ve stadiu ryhovani | f
3. Bunky trofoblastu z blastocyst b e

Monogenni choroby - metoda PCR

Komplikace : ADO (alelic drop out)
amplifikace jedné alely pod urovni detekovatelnosti

Minimalizace ADO

protokol monitorujici vyskyt ADO:
*multiplex PCR (koamplifikace mutace s polymorfnimi markery)
*SSCP nebo DGGE analyzy ( detekujici obé alely souCasné, potvrdi genotyp)
fluorescencni PCR - redukuje vyskyt ADO, detekce DNA fragmentu je az
1000x citlivejSi ve srovnani s konvenc¢ni PCR technikou



Prenatalni vysetreni
Zdroje fetalni DNA - invazivni vykony

 amnioveé fibroblasty — prfi amniocentéze
0,5-1% riziko spontannich potratd,

e choriové klky
0,5-1% riziko spontannich potratu

* fetalni krevni bunky — pri kordocentéze
vyssi riziko spontanmhcypotr%_i\u\
amniocentézy .

vysokeé riziko aloimunizace ma"



Invazivni prenatalni genetické
vysetreni




Prenatalni vysetreni aneuploidii

Kvantitativni fluorescencni
polymerazova retézova reakce
(QF-PCR)




QF-PCR

Kvantitativni fluorescencni polymerazova retézova reakce
(QF-PCR)
predstavuje metodu vhodnou k rychlé diagnostice
nejCastejsich 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 jadré buriky.

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

* je jeden ze zakladnich objektl cytogenetiky

IRL
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hodnoceni barvenych metafazickych chromozomu v optickém mikroskopu)



Vysetreni karyotypu

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

Vyhody
* moznost prohlédnout cely karyotyp, zhodnotit strukturu kazdého jednotliveho chromozomu -
aijejich pocet.
Nevyhody
e Casova narocCnost
klasické vySetreni karyotypu vyzZaduje kultivaci ziskanych bunék ve specidlnim médiu, coz vyrazné prodluZuje dobu, ktera
uplyne mezi samotnym odbérem vzorku a vydanim vysledku.

- amniocentéza ¢i odbér choriovych klk{l je nutné pocitat v priméru s minimalné dvoutydenni lhGtou (vysledky CVS byvaji
obecné o néco drive diky vétsSimu rastovému potencidlu choriovych bunék).

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

|

* | omezena schopnost detekovat urcité chromozomalni prestavby malého rozsahu (naprikla
mikrodelece)

* | uréovat plvod marker chromozomU apod.

V této oblasti pak nastupuji metody molekularni cytogenetiky jako je napftiklad FISH (fluorescent in-situ hybridization -
fluorescencni in-situ hybridizace).



QF-PCR

neboli kvantitativni fluorescencni polymerazova retézova 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 umoziuje vyloudit / potvrdit numerické odchylky vybranych
chromozomu a to v extrémné kratkém ¢asovém obdobi jednoho,
maximalné dvou dnd.

Nejcasteji jde o chromozomy, jejichz numerické abnormality tvori vétsSinu
(cca 90 %) chromozomalnich aberaci: 13, 18,21, X a Y.




QF-PCR

Ze vzorku AMC, CVS se pomoci nekteré 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 aY), které se pro potreby této metody téz oznacuji jako markery.
Jedna se o takové useky, které obsahuji vysoce polymorfni sekvence
mikrosatelitni DNA - kratké tandemové repetice STR (Short Tandem Repeats).

r v w [} g r
Syntéza obou retézcu u specifické sekvence

3.*.

TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCARARAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGARATCGAGTATATGC

AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG

5.‘

3 .
P¥imy§ primer dNTPs l
5 '

3
TTGAGAAAGGAATAAGC — INAPOL
AACICTTICCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG
3 5
5.! 3!
TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCARAAAGAATGAGCTGT TGTTTGCAGAAATCGAGTATATGE
+——{DNA POL) TCTTTAGCTCATATACG

5
1 dNTPs Z pétny primer
5 3
TTGAGAAAGGRAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTITGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
AACTCTITICCTTATICGICTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACARACGICTTTAGCTCATATACG
¥ 5
5! 31
TTGAGAAAGGRATAAGCAGRATTCGTTCCARARAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGARATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAARACGTCTTTAGCTCATATACG

3 $




QF-PCR

Metoda PCR amplifikuje STR oblasti
a vytvari fluorescencné znacené amplikony
za pomoci lokus specifickych primert

8 repeats

| == == == =
+—

Logus 1 10 repeats
- = == = s
-—
|
O

& repeats

o — e — - — e — ]
—

Locus 2
9 repeats

fmms == = = Em
—

100 125 150 178

b | 1

| I |
_.!ﬁ ﬁ“ }}Uu A VL' 1 ) '.’\!_w 1

Capillary Electropherogram

Scanned
Gel Image



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 markerU pro diagnostiku chromosomua XY.

8. Vysledky a analyza (pokrad.)

Piehled markerd
Devyser™ Complete Mix 1
Velikost mar- | Velikost mar-
::mm Pozice | KEFU (bR} loaru (bp)* ::r:m flusre-
POP-4/POP-& POP-7
134 13q12 234 - 327 232-323 Zelend
138 13921 370 - 430 365 - 425 Modrd
13C 13931 425 - 474 425 - 474 utd
13D 13913 420 - 490 413 - 479 Zelend
lea 13q11 190 - 230 180 - 230 Zelend
1EB 13q12 180 - 228 180 - 228 Slutd
18C 1aq12 298 - 350 286 - 350 Modrd
1ED 1ag22 330 - 408 325 - 403 Zelend
181 18g21 360 - 415 360 - 415 Dlutd
1A 21921 160 - 205 160 - 207 Modrd
Z1B 21921 220 - 283 220 - 285 Mosdrd
21c 21922 256 - 350 156 - 353 Dlutd
21D 21922 /40 - 492 440 - 492 Modrd
*Na zékladé pozorovanych a kalkulovanych velikest! merkerd. Piky marker(
s velikostmi mimo dand rozpit] se miZou vyskytnout, ale nezahmujl s& do
analyzy v ramci Devyser™ Complete. Doporufujeme pro tyto pfipady poulit
Dewyser™ Resolution soupravy.

Cusryuar™ Complate, Wi & pout, 7-ADLE-00-C3, Play- 3007, Srns 0230
 Dospnar &8 3007

8. Vysledky a analyza (pokrat.)

Piehled markerd
Devyser™ Complete Mix 2
" Velikost mar- Velikost mar-
Nazev keru (bp)* keru (bp)*® Barva fluo~
Markery | POZICE reforu
FOP-4/POP-& POP-7
13E 13g32 160 - 248 160 - 248 Flurd
13F 13g12 260 - 320 260 - 320 Hedrd
136 13g14 314 - 415 314 - 415 Zelend
158G 18q11 326 - 360 326 - 380 Modrd
181 18pll1 430 - 487 430 - 487 Flutd
Z1E Zlga2 370 - 410 370 - 410 Fluk
21F 21g22 386 - 445 ZBE - 443 Modrd
216G Zilga2 430- 490 430 - 490 Zelend
X = 105 X =106
X1 Xp22fpll ¥ =110 ¥=111 Zelend
{4/- Zbp) /- 2bp)
X2 Xp22fpll 180 - 220 182 - 222 Modrd
X1 Xg26 120 - 170 120 - 170 Zelend
x2 Xgls 230 - 260 230 - 260 Zelend
X3 Xg26 262 - 315 262 - 315 Flutd
1 Yp1l 235 {+/- 2bp) 236 (+/- 2bp) | Modrd
7 =182 7 =132
TE 7g34/xg13 X =202 X =202 Zelend
{4/- 2bp} /- 2bp)
=Na zékladé pozorovanich a kalkulovanych velikost markerl. Piky markerd
s velikestri mims dand rozpétl se miZou vyskytnout, ale nazahruji s do
analyzy v rdmci Devyser™ Complete. Doporuujeme pro tyto pfipady poulit
Devyser™ Resolution soupravy.

Dmerynar™ Cornplaba, Wivad k posshid, 7-A000-02-Cs, Hap- 3507, Staes 232
© Dy 8 3007



= ] QFPCR

e Vzniklé PCR produkty jsou separovany a analyzovany pomoci
automatického genetického analyzatoru.

e Relativni mnozstvi kazdé STR alely je kvantifikovano pomoci
vypoctu poméru obsahu pikl, pfip. jejich vysek.

* STR se lisi mezi jedinci velikosti, podle

mnebo péltigﬂeH

toho, kolikrat se opakuiji trojice, Ctverice

E1B ] @B ] D
200 o o

nukleotidd.

Steps in STR Typing

with ABI 310/3100
ABI Prism

[3a836]
€3_POPT_1 evyser_Complete Mix1 B @
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QF-PCR

* V pripadée diploidie, je signal dvou alel 1:1, kdyz se jedna o homozygota,
pak jeden peak s dvojitym signalem.

* Pfitrizomii dostaneme signal 2:1, 1:2, nebo 3 peaky 1:1:1.

* Chybeéjici chromozom X u Turnerova syndromu je detekovan pomoci
pomeru X vs. 7. chromosom. U normalni zeny je tento pomeér 1:1, u
postizené je 1:2.

Two allele copies

60bp (15 x 4bp)

Allete 1 <‘)*2-——<nm111]11[1111[11»&2;&,

112bp

% 36bp (9 x 4bp) 124bp
Avete 2 = (QIITITIIID— 2222 (Z726p
D =

Three allele copies

48bp (12 x 4bp)

124bp
Atiele 1 2> (IITITITITIID 2222 (Z8485)
ete 1 112bp <= 2830P

44bp (11 x 4bp)
Allete 2 %—(nnmmmmmni"—:; T

112bp

28bp (7 x 4bp)

124bp
! —(IHIHI[IIIHD—: p
Allele 3 T

% Labelled primer

[ STR- Tetrarepeat (4 bp)

< Unlabelled primer



QF-PCR

DNA amplifikovana z normalniho heterozygotniho jedince (ma alely s
riznou velikosti)pro specifickou STR sekvenci bude mit dva piky s odliShou
délkou v daném rozsahu

Heterozygotni marker (pomér ploch 1:1)

« DNA amplifikovana z trinomickych jedincu vykaze

bud dalSi pik (tfi  rizné alely) se stejnou plochou

nebo jen dva piky (dvé ruzné alely), z nichz jeden ma dvojnasobnou
plochu, nez ten druhy

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



QF-PCR

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

Homozygotni/monozomni marker

Jedinci homozygotni nebo monozomni jsou nejvetsim problémem pro
testovani abnormalit pohlavnich chromozomdu. Pokud pouzijeme STR
specifické pro chromozom X, nékteré vzorky z normalni zeny XX
muZzou 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 reSi 7X
marker pro relativni kvantifikaci chromozomu 7 a X. Pro normalni Zenu
je pomeér 7X 1:1 Pro normalniho muze a zenu s monosomii X je typicky
pomxr -1

— : e
Normalni Zena s pomérem 7X 1:1. . Normalni muz s pomérem 7X 2:1. .



Artefakta 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% vU i

prisluSnému STR piku.

AN

-A piky (obr. 8.9) jsou detekovany jako samostatné piky, které jsou o
jeden par bazi kratSi, nez PCR produkt s plnou délkou (+A pik)

+




QF-PCR

EI& E1B iEL 3B ] EID
- 200 240 280 320 380 400 440
S000
4000

2000
P - Jl .Jl i i

s
b

|

26764 55450 53931 4z030]  [44144 101942
47300 41235 50831
1 004_D01 fsa C3_POP7_1 Devyser_Complete MWhxl |E IE
[LEEY ] BA | 18D 3D
200 240 280 320 360 400 440
FOO0
S000
S000
4000

3000

2000

1000 Jl Jt M
o " o P A P A i i -

stz Ve

31426

1 004_D01 fsa C3_POP7_1 Devyser_Complete MWhxl |E IE
188 ] EiC 181 1 ETs]
200 240 280 320 360 400 440

9000
G000
4000
2000

. . - . NN — | M

[s2054 17654]  [21634 0740 za408

15230 2768 4504

Typical electrophoretogram (Mix 1) showing the profile of a trisomic sample (47, XY +21)



Hodnoceni QF-PCR
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Flowchart Devyser® QF-PCR

20-45 2 hrs
min 45 min 1 hr 30 min
DNA Extraction _Z PCR Amplification Genetic Analyzer Results Analysis Results Reporting

Convenient Convanlent
Stopping point Stopping point




Vyhody QF-PCR

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

*pro kazdy chromozom jsou zahrnuty i velmi kratké STR Useky,
diky nimz lze analyzovat i Castecne degradovanou DNA.

test odhali kontaminaci materskymi burikami, neni nutné analyzovat soucasné
vzorky rodicu.

test zjisti i pripadny mosaicismus
«detekce Turnerova syndromu

sreagencie v alikvotech zjednodusuji pouziti a snizuje moznost kontaminace

«. analyza trva méne nez 5 hodin, takze lIze mit vysledky jesté tyz den.
« Hands-on doba je cca 90 minut




Neinvazivni prenatalni genetickeé
vysetreni




Prenatalni vysetreni
Zdroje fetalni DNA - neinvazivni vykony

— fetalni bunky v materské periferni krvi
* neuplatnilo se pro nevyhodny pomér materskych a fetalnich bunék
* technologicky obtizné oddéleni fetalnich a materskych bunék

* v krvi matky je Ize identifikovat az 27 let po porodu plodu - tato
skutecnost znemozriuje vyuziti fetdlnich bunék v neinvazivni prenatalni \\.

diagnostice, protoZe ne jsme schopni spolehlive rozlisit, ze kterého
téhotenstvi bunky pochazeji.

— volna (nebunécna) fetalni DNA
» fetalni DNA z plazmy matky



Volna DNA cfDNA

Krev je sloZzena z bunék a plazmy.
V plazmé kazdému z nas koluji krvi tlomky jeho vlastni dédi¢né informace, jeho DNA.
Pochdzeji z rozpadlych jader uhynulych a zni¢enych bunék nejriznéjsich organu.

Voda ==
47 %

Plazma

55 % Latky
obsazené
v plazme

8 %
-

Bilé krvinky —
a desticky 1 %

Cervene ——
krvinky 44 %

Plazma
Desticky

Bilé krvinky
Cervené krvin

1
2
3
4



Volna fetalni DNA cffDNA

Zenam se pomérné zahy po otéhotnéni objevi v krvi také zlomky dédi¢né informace
vyvijejiciho se embrya. V plazmé téhotné Zeny se nachazi smés ulomki DNA matky a plodu.

,Détské” fragmenty tvori asi desetinu vSech zlomkUl DNA, jez Ize v krvi matky najit.




Volna fetalni DNA krvi matky byla objevena v roce 1997
Hongkongsky genetik Dennis Lo prokazal,
ze z ,, détskych” zlomku lze teoreticky poskladat kompletni dédi¢nou informaci.
Nic z ni nechybi. V krvi matky se nachazi genom jejiho ditéte
a nabizi se k precteni. Jen je tfeba vybrat z nepreberné hromady zlomk0 ty spravné.

Prof. Dennis Lo Yuk-ming,
Li Ka Shing Professor of Medicine and Chairman of the Department of Chemical Pathology
at The Chinese University of Hong Kong (CUHK)



Lo et al. vzali v ivahu podobnost mezi rychle rostoucim plodem a tumorem.

Na zdkladé poznatku, Ze v plazmé a séru onkologickych pacient( Ize detekovat

volnou nadorovou DNA

a vyuzit ji pro molekularni diagnostiku (Sorenson et al., 1994),

zkoumali, zda se v téhotenstvi do plazmy matky uvolfiuje volna DNA plodu.

Dokazali pomoci PCR pritomnost sekvenci chromozomu Y (gen DYS14)

v materské plazmé i séru.

Z 30 zen nesoucich plod muzského pohlavi byl pozitivni signal

u 24 (80%) vzork( materské plazmy,

u 21 (70%) vzorkd materského séra,

u 5 (17%) pri vySetreni jadernych bunék plodu v krvi matky.

Pro kontrolu byl stejny postup proveden i u netéhotnych zen a u Zzen nesoucich Zensky plod.
U Zadné z nich nebyla nalezena sekvence chromozomu Y.

Prof. Dennis Lo Yuk-ming,
Li Ka Shing Professor of Medicine and Chairman of the Department of Chemical Pathol
at The Chinese University of Hong Kong (CUHK)



Volna fetalni DNA cffDNA

Apoptdza bunék trofoblastu —

uvolnovani fetalni DNA do krve matky ve formé cell-free DNA (mimobunécéné DNA).

Za primarni zdroj cffDNA v krvi matky je povazovana placenta.

Cell-free DNA (cfDNA) ma charakter kratkych DNA fragment
V téhotenstvi se v krvi matky nachazi jak, cfDNA matky, tak také cfDNA plodu
Mnozstvi fetalni cff DNA predstavuje jenom ¢ast z celkové cfDNA( 4 —25%)

Bunky plodu se dostavaji do krevniho recisté na zakladé principu apoptdzy placentalnich bunék,
tzn., ze placentalni buriky odumrou a odpadnou od stény placenty a jsou nahrazeny burikou
novou. Odumrelé buriky jsou pak odnaseny cirkulujici krvi a nakonec jsou vyplaveny z téla ven.
Jelikoz bunky odumiraji a jsou nahrazovany novymi.

Tento proces probiha po dobu celého téhotenstvi.



znamnym prinosem
pro prenatalni diagnostiku




Volna fetalni DNA cffDNA

Vzorek krve (zvétSeno 15 000 krat)

| bilé krvinky
cervené
krvinky
cerveneé
krvinky
bilé krvinky

y .. > nebuné&cna
- cfDNA

5 ! A .
2 & aw :

Fotografie lidské krve pod elektronovym mikroskepem (15 000

krat zvétseno), A. krev zeny pred otéhotnénim, B. krev Zeny v
9. tydnu téhotenstvi cbsahujici molekuly nebunécné cfDNA.



Volna fetalni DNA cffDNA

* fragmenty volné fetalni DNA jsou v krevnim obéhu matky detekovatelné zhruba
od ¢tvrtého tydne téhotenstvi.

* velikost se pohybuje pfiblizné v rozmezi od 100 - 700 bp,

* fragmenty nad 1 kb patri prevazné matce

e jejich zastoupeni v poméru k volné materské DNA je v priméru kolem 10 %

koncentrace se postupné zvysuje
|. trimestr do 3 %
. trimestr az 6 %




Proportion of pregnancies
with euploid male fetuses (%)

Volna fetalni DNA cffDNA
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Volna fetalni DNA cffDNA

FAKTORY OVLIVNUJICI HLADINU cffDNA

Faktory lze rozdélit podle toho, zda se primo tykaji matky nebo téhotenstvi
a jeho/ s nim spojenych komplikaci.

Charakteristiky matky
1. Vahaa BMI
2. Fyzicka aktivita
3. Koureni
4. Ostatni

Charakteristiky téhotenstvi
1. Vicecetna téhotenstvi
2. Preeklampsie
3. Predcasny porod
4. Aneuploidie



Volna fetalni DNA cffDNA ";;1

Volna DNA plodu (cffDNA) z(stava stabilni az 24 hodin po odbéru krve,
za tu dobu nedojde ke zméné jeji koncentrace.

IIIII

Prodleva mezi casem odbéru

a zpracovanim vzorku tedy ovliviiuje pouze celkové mnozstvi volné DNA (cfDNA),
nikoliv mnozstvi volné DNA plodu (cffDNA).




Volna fetalni DNA cffDNA

Clearence

Fetalni DNA vykazuje rychlé vymizeni z krve po porodu, na rozdil od fetalnich bunék,
které byly nalezeny v krvi i po nékolika desitkach let,
coz muze komplikovat vySetreni pri dalSim téhotenstvi.

Vaginalnim porod
Neni detekovatelné mnozstvi cffDNA jiz jeden den po porodu.

Porod cisarskym rezem

Prdmeérny cas, za ktery vymizi 50 % koncentrace cffDNA nayl6,3 minut
(rozmezi 4-30 minut). \‘
U vétsSiny Zen neni po 120 minutdch od porodu cffDNA detekovatelna.

‘&



http://www.svobodnymonitor.cz/ekonomika/ve-svete-se-stale-zvysuje-pocet-porodu-cisarskym-rezem/
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Neinvazivni prenataini testovani NIPT

—

Neinvazivni prenatalni screening NIPS \




Neinvazivni prenatalni screening
NIPS

Cell-free DNA in placenta Cell-free DNA in maternal plasma

g Maternal DNA
S

Zamérené na identifikaci fetalnich specifickych DNA sekvenci
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Neinvazivni prenatalni screening NIPS

Detekce fetalnich aneuploidii

Metoqlou masivne paralelni sekvenace (MPS)




Masivné paralelni sekvenovani (MPS)

lon Torrent PGM lon Proton lon S5

Kapacita 2GB/béh Kapacita 10+GB/b&h Kapacita 10+GB/béh

HiSeq X Ten — kapacita 18.000 genomU ro¢né, cena za genom $1.000, cena $10M

HiSeq 4000 NextSeq 500 MiSeq
Kapacita 12 genomi/béh Kapacita 1 genom/béh Kapacita 0,15
(24/tyden), 1,5TB/béh (3ftyden), 120GB/béh genomu/béh,

15GB/béh


http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiWiN6c7bHZAhUOLFAKHRB-DYYQjRwIBw&url=http://slideplayer.cz/slide/12116967/&psig=AOvVaw2erFcCDDU2__sSt1kQu6GH&ust=1519125354286880
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Detekce fetalnich aneuploidii

Metodou masivni paralelni sekvenace (MPS)

|ze kazdy z miliont Ulomk( DNA v plazmé matky priradit k chromozomu,

ze kterého pochazi, a zjistit nadbytek DNA urcitého chromozomu,

Cell-free
DNA in plasma

l Isolate cell-free DNA fragments and prepare library

ek
l Examine by next-generation sequencing
ATG, TTA,
CAT, ATT,

TCA, TAG

l Enumerate sequences/chromosome

—_—Z—>

Hahn S, Lapaire O, Tercanli S, Kolla V, Hosli I. Expert Rev Mol Med 2011:13:e16



Detekce fetalnich aneuploidii

Metodou masivni paralelni sekvenace (MPS)
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Detekce fetalnich aneuploidii

MaterniT21 PLUS
Sequenom, US
VisibiliT
Sequenom, US

Harmony Ariosa,
us

Prenascan BGl,
Honkong

Verifi Verinata,
us

Panorama Natera

LifeCodexx
Germany

Gendia Belgium

BambniTest, Berry
Genomics Co.,Ltd,
Shanghai

Clarigo
Multiplicon
Belgium

Chromozomy

21,18,13,X
Y, 16, 22

21,18,Y

21,18, 13, X,
Y
21,18, 13, X,
Y
21,18, 13, X,
Y
21,18, 13, X,
Y

21,18,13

21,18,13

21,18,13, X,
Y

21,18,13,X,
Y

Metodou masivni paralelni sekvenace (MPS)

Aneuploidie,
pohl.chr.

ANO

ne
ANO
ANO
ANO
ANO
ne

ne

ANO

ANO

NIPS — srovnani

Mikrodeleéni  VicecCetna Stanoveni

syndromy téhotenstvi IVF fetalni frakce LIS
ANO ANO ANO ANO do 7 dnu
ne ANO ANO ANO do 7 dnd
ne A’.\{O ANO ANO do 11dn0
(dvojcata)
ANO ANO ANO ne Do 2-3 tydna
ANO ANO ANO ANO 7-11dnd
ANO ne ne ANO 9-12 dnli
ne ne ? ne 6/10
ANO
? ? vdnd
ne (dvojéata) Do 2 tydn(
ne ? ? ? ?
ne ne ANO ANO Do 2 tydn(

* Informace uvedené v tabulce jsou doplnény na zakladé dostupnych publikaci a firemnich materialQ

Tyden
téhotenstvi

10

10
10
10

10

10

10

12(8)

Nepro-
kazatelny Cena
vysledek
<15% 25.500,- K¢
<1,5% 13.850,- K¢
<4% 16.500,- K¢
v fadu procent 13.950,- K¢
3 cca 1000
) usD
3 Cca 800
’ usD
3 1.150/825
’ EUR
? 690 EUR
5 cca 500
’ usD
v fadu procent 12.500,- K¢



Vysledky vSech téchto praci ukazaly,
ze metodou masivniho paralelniho sekvenovani
|ze odhalit témér 100 % hledanych chromozomalnich aberaci,
pricemz pocet nevyhodnotitelnych vzorkt (pfilis malé mnozstvi volné fetalniDNA)
byl zanedbatelné nizky.




DNA TEST OTCOVSTVi BEHEM TEHOTENSTVIi Z MATERSKE KRVE
JIZV 9. TYDNU JIZ OD 29900,- K¢




Bioquest Diagnostics DNA Center

Volna fetalni cfDNA (DNA plodu)
K potvrzeni otcovstvi je nutna shoda v péti SNP lokusech.

Version 1 Version 2

u domnélého otce analyzovat kromé krve a slin i dalsi biologické vzorky,
napriklad sperma, nehty, zubni kartacek, nedopalek cigarety a podobné.


http://maps.google.com/maps?z=16&q=bioquest+diagnostics+dna+center+jasmínová+2905/37+106+00+praha+10
http://maps.google.com/maps?z=16&q=bioquest+diagnostics+dna+center+jasmínová+2905/37+106+00+praha+10
http://maps.google.com/maps?z=16&q=bioquest+diagnostics+dna+center+jasmínová+2905/37+106+00+praha+10
http://maps.google.com/maps?z=16&q=bioquest+diagnostics+dna+center+jasmínová+2905/37+106+00+praha+10
http://maps.google.com/maps?z=16&q=bioquest+diagnostics+dna+center+jasmínová+2905/37+106+00+praha+10
http://maps.google.com/maps?z=16&q=bioquest+diagnostics+dna+center+jasmínová+2905/37+106+00+praha+10
https://prenatalnitestotcovstvi.files.wordpress.com/2014/05/new-doc-7.pdf

