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// W gablnecie

BADANIE KARIOTYPU PLODU METODAMI CYTOGENETYKI KLASYCZNEJ
— DLACZEGO JUZ NIE WYSTARCZA?

Nowe standardy w inwazyjnej diagnostyce prenatalnej:

Mikromacierze

aCGH

BADANIE KARIOTYPU PLODU METODAMI CYTOGENETYKI KLASYCZNEJ BYLO PRZEZ
LATA ZLOTYM STANDARDEM W INWAZYJNEJ DIAGNOSTYCE PRENATALNEJ. Metoda
ta ma jednak istotne ograniczenia. Badanie kariotypu metodami cytogenetyki klasycznej
wymaga hodowli komorek, ktora trwa 7-14 dni, stad oczekiwanie na wynik badania
wynosi 10-20 dni (niekiedy dtuzej), a w tych przypadkach, kiedy nie uzyskuje sie wzrostu
amniocytoéw, nie mozna wydac¢ wyniku.
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gik badania zalezy w znacznym stopniu
ia cytogenetyka i o ile aberracje liczby
fuze aberracje struktury chromosomoéw
ycia, to przy mniejszym doswiadcze-
a aberracje na granicy rozdzielczosci
¥ zostaé przeoczone. Sama analiza cyto-
netyczna rowniez napotyka na trudnosci: aberracja
romosomowa moze byé widoczna, ale niemozliwa
gokladnego okreslenia, a niekiedy nie mozna jed-
acznie stwierdzié, czy jest to aberracja chromoso-
mowa c¢zy polimorfizm chromosomu (wariant normy).
Przede wszystkim jednak w swietle tego, co wiemy
na temat podloza genetycznego wad wrodzonych, ba-
danie kariotypu metodami cytogenetyki klasycznejjest
w tych przypadkach niewystarczajgce. Jest to metoda
pozwalajgca na wykrycie aberracji liczby chromosoméw
i duzych aberracji struktury chromosomoéw (powyzej
4 milionéw par zasad, tj. powyzej 4Mpz), ale nie wy-

TOMOSO!
latwe dg
cyigg

ACCR

Oproécz zmian typu CNVs,
mikromacierze aCGH
wykrywajq wszystkie trisomie
i wszystkie niezrownowazone
aberracje struktury
chromosomow 1 dzieki temu
sq niezwykle pomocne

w ustaleniu przyczyn
poronien samoistnych

Zgodnie z aktualng wiedza, genetyczne przyczyny wad wrodzonych obejmuja:

W Klasyczne aberracje chromosomowe;

m Submikroskopowe zmiany chromosomow — mikrodelecje i mikroduplikacje (choroby genomowe);

B Mutacje pojedynczych genow;

m Uwarunkowania genetyczno-srodowiskowe (wiele polimorfizméw w licznych genach, udziat czynnikow $rodo-

wiskowych).
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krywa ona submikroskopowych aberracji
chromosomowych. Tymczasem to wlasnie
submikroskopowe zmiany genomowe
s3 jedna z zasadniczych przyczyn wad roz-
wojowych [6, 11].

Choroby genomowe majg zwigzek z wa-
riantami liczby kopii (CNVs Copy Number
Variations). Warianty liczby kopii to rodzaj
zmiennos$ci w genomie czlowieka (inny
rodzaj zmiennosci w genomie czlowieka
to SNP - Single Nucleotide Polymorphism).
CNVs - to segmenty DNA (okoto 1kpz-1Mpz
diugosci), ktére wykazujg zmienng liczbe
kopii w poréwnywanych genomach (delecje,
duplikacje, wielokrotne duplikacje, zlozo-
ne rearanzacje). Odkrycie CNVs zmienito
myslenie o genomie czlowieka, pokaza-
1o, ze od klasycznej organizacji genomu,
w ktérej geny sg zawsze w dwoch kopiach
(jedna od matki, druga od ojca), sg odstep-
stwa — obecnosé CNVs powoduje, ze geny
mogg mie¢ réwniez jedng, trzy lub wiecej
kopii. CNVs sg powszechne, obejmujg okolo
10 proc. ludzkiego genomu, zawierajg geny,
sekwencje regulatorowe i inne funkcjonalne
elementy genomu. Wiekszo$¢ CNVs maneu-
tralny charakter, ale odkrywanych jest coraz
wiecej CNVs o skutkach klinicznych. Przede
wszystkim okazalo sie, ze CNVs sg przyczy-
ng 10-20 proc. (i wiecej) wad rozwojowych
iw podobnym odsetku przyczyng autyzmu,
opdznienia rozwoju i niepelnosprawnosci
intelektualne;j [11].

W badaniach u 522 pacjentéw z wadami
rozwojowymi ukladu moczowego, prowa-
dzonych w Division of Nephrology, Uniwer-
sytet Columbia w Nowym Jorku we wspél-
pracy z Katedrg i Zakladem Genetyki
Medycznej UM w Poznaniu oraz Centrum
Genetyki Medycznej GENESIS w Poznaniu
wykazano, ze w 16,6 proc. przypadkéw wady
rozwojowe ukladu moczowego sg spowodo-
wane zmianami typu CNVs, przy czym az
w 22,5 proc. przypadkéw, gdy oprécz wady
nerek byly takze inne wady rozwojowe [7, 9].

MIKROMACIERZE aCGH

- NA CZYM POLEGA BADANIE?

Mikromacierz aCGH to szklana lub plasti-
kowa plytka, zazwyczaj wielkosci i ksztal-
tu szkietka mikroskopowego, na ktérej
sg naniesione w regularnych pozycjach pola
(spots) mikroskopijnej wielkosci. Pola te za-
wierajg sondy molekularne, ktérymi sg jed-
noniciowe czgsteczki DNA, majgce zdolnosé
specyficznego wigzania komplementarnych

sekwencji badanego DNA. Do przeprowa-
dzenia badania nie trzeba hodowli komér-
kowej, wystarcza prébka DNA wyizolowa-
nego w standardowy sposéb. W badaniach
prenatalnych jest to DNA wyizolowany
z kosmowki, probki pltynu owodniowego lub
z krwi plodu. Dla poréwnania potrzebny jest
DNA kontrolny, tj. DNA osoby zdrowej, nie
zawierajacy patogennych CNVs.

Zaréwno DNA badany, jak i DNA kon-
trolny znakuje sie fluorochromem, jednak
w taki sposéb, zeby réznily sie one kolorem
fluorescencji. Nastepnie obie wyznakowane
probki DNA sie lgczy i nanosi na mikroma-
cierz, gdzie konkurujg one o hybrydyzacje
do sond molekularnych mikromacierzy.
Po ukonczonej hybrydyzacji plytka mi-
kromacierzowa jest plukana, a nastepnie
$wiecenie poszczegélnych fluorochroméw
w miejscach spotdéw jest mierzone za po-
mocg czytnika laserowego. Przewaga jed-
nego lub drugiego fluorochromu wskazuje
odpowiednio na delecje lub duplikacje $ci-
$le okreslonego fragmentu chromosomu.
Uzyskany obraz jest analizowany z zasto-
sowaniem specjalnych programéw, wynik
zawiera liste genéw, ktére ulegly delecji
lub duplikacji, a przy okreslaniu skutkéw
klinicznych wykrytych zmian typu CNVs
korzysta sie ze $wiatowych baz danych za-
wierajgcych informacje o dotychczas wy-
krytych CNVs i ich znaczeniu klinicznym
[11].

W Centrum Genetyki Medycznej GENE-
SIS w Poznaniu badanie metodg mikroma-
cierzy aCGH wprowadzono w 2010 rokuido
tej pory przeprowadzono blisko 1500 badan
t3 metodg, potwierdzajgc jego wielkg przy-
datnos¢ dla praktyki kliniczne;j.

MIKROMACIERZE

W DIAGNOSTYCE
PRENATALNE]

W 2013 roku opublikowano prace, w ktorej
podsumowano 4 duze badania (fgcznie 12

Mikromacierz aCGH to szklana lub plastikowa
plytka, zazwyczaj wielkosci i ksztaltu szkieltka
mikroskopowego, na ktorej sq naniesione

w regularnych pozycjach pola (spots)
mikroskopijnej wielkosci

362 przypadkoéw) dotyczace wykorzystania
mikromacierzy w diagnostyce prenatalnej
w przypadkach, kiedy kariotyp ptodu okre-
$lony metodami cytogenetyki klasycznej byl
prawidlowy. Zmiany genomowe stwierdzono
w 2,4 proc. przypadkoéw (295/12 362) nieza-
leznie od wskazan do diagnostyki prenatal-
nej, ale w 6,5 proc. przypadkéw (201/3090)
z nieprawidlowymi wynikami badania
USG, jednak tylko w 1,0 proc. przypadkéw
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(50/5108), kiedy wskazaniem
byl wiek matkiiw 11 proc. przy-
padkéw (44/4164), kiedy bada-
nie prenatalne bylo wykonane
z powodu leku pacjentki, aber-
racji chromosomowej w rodzinie
lub nieprawidlowych wynikéw
przesiewowych badan bioche-
micznych [2].

W 2014 roku przedstawiono
podsumowanie danych z 18 pu-
blikacji (2220 ptodéw). Zmiany
genomowe wystepowaly u 3,1
- 7,9 proc. ptodéw z pojedynczg
wadg rozwojowg w badaniu
USGi prawidlowym kariotypem
oznaczonym metodami cytoge-
netyki klasyczne;j [3].

Mikromacierze okazaly sie
efektywne w diagnostyce prena-
talnej w przypadku wady serca
u plodu. Podsumowano prace
zlat 2007-2014 (13 publikaciji, 1131
ploddéw z wrodzong wadg serca).
Zmiany typu CNVs wykryto w 12
proc. przypadkéw, w ktérych

kariotyp oznaczony metodami
cytogenetyki klasycznej byt pra-
widlowyiw 7 proc. przypadkow,
w ktérych wykluczono aberracje
liczby chromosomoéw i mikrode-
lecje 22q11 [5].

W przypadku diagnosty-
ki prenatalnej po stwierdzeniu
u plodu wady rozwojowej OUN, na
46 plodéw z prawidlowym kario-
typem w 10,9 proc. przypadkow
(5/46) wykryto CNVs patogenne,
aw 6,5 proc. przypadkow (3/46) -
wykryto CNVs prawdopodobnie
patogenne. CNVs wystepowa-
ty w 83 proc. przypadkéw, jesli
wada OUN byla izolowanaiw 13,6
proc. przypadkoéw, jesli ptéd miat
takze inne wady rozwojowe.
Zwraca uwage wysoki odsetek
CNVs w przypadku zespotu Dan-
dy-Walkera (2/6 przypadkéw, tj.
33,3 proc.) oraz holoprosencefalii
(2/7 przypadkéw, tj. 28,6 proc.) [10].

CNVs sg takze wykrywane
w przypadku nieprawidlowej

Badania metoda mikromacierzy aCGH posiada liczne zalety i kilka

ograniczen.

Mikromacierz w diagnostyce prenatalnej — zalety:

m Nie wymaga hodowli komorek;

W Badanie mozna zrobic¢ na kazd
smadwka, ptyn owodniowy, krew p

Ym materiale biologicznym (ko-

odu);

W Badanie mozna zrobi¢ na mniejszej ilosci plynu owodniowego
w porownaniu z badaniem metoda cytogenetyki klasycznej;

W Pozwala na szybkie uzyskanie wyniku, porownywalne z ,szybki-

mi" testami (FISH, QF-PCR);

W Wykrywa wszystkie klasyczne niezrownowazone aberracje chro-

MOoSomowe;

W Wykrywa wszystkie znane zespoty mikrodelecji i mikroduplikacji;
m Wykrywa wszystkie inne patologiczne zmiany genomowe typu
CNV, takze nie opisane do tej pory w pismiennictwie.

Mikromacierz w diagnostyce prenatalnej — ograniczenia:
H Nie wykrywa zrownowazonych aberracji chromosomowych;

W Nie jest to powaznym ograniczeniem, poniewaz bardzo rzadko
translokacja zrownowazona powoduje skutki fenotypowe (chorobe

genetyczna);

| Moze wykry¢ CNVs o nieznane] patogennosci, co - zwlaszcza
jesli zmiana jest mata — powoduje trudnosci w okresleniu skutkow

fenotypowych;

B W miare prowadzenia badan pre- i postnatalnych metoda mikro-
macierzy i gromadzenia danych, ten problem bedzie malat;

m Niekiedy nosicielem takiej samej zmiany, jak u ptodu, jest zdrowy
rodzic, co moze powodowacé trudnosci interpretacyjne.
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przezierno$ci karkowej (NT). Z publikacji,
w ktérej podsumowano 17 prac z lat 2009-
2014, wynika, ze CNVs wykryto w 5 proc.
przypadkéw (po wykluczeniu aberracji
chromosomowej), przy czym w 4 proc. przy-
padkéw, jesli nieprawidlowa przeziernosé
karkowa byla jedyng patologig i w 7 proc.
przypadkow, jesli byly takze inne nieprawi-
dlowosci plodu [4].

INNE ZASTOSOWANIA
MIKROMACIERZY
ACGH W POLOZNICTWIE
I GINEKOLOGII
Mikromacierze znajdujg zastosowanie w ba-
daniu genetycznych przyczyn poronien sa-
moistnych i péznych obumarciach cigzy.
Wykazano duzo wiekszg skutecznosé
badania metodg mikromacierzy u plodéw
martwo urodzonych w poréwnaniu z kla-
sycznymi badaniami cytogenetycznymi.
W badaniach, w ktérych zbadano 532 plody,
badania metodg cytogenetyki klasycznej
wykazaly zmiany u 5,8 proc. z nich, a po za-
stosowaniu mikromacierzy u 8,3 proc. Jesli
doszlo do obumarcia plodu z wadami wro-
dzonymi, mikromacierz wykazala zmiany
u 29,9 proc., podczas gdy metody cytogene-
tyki klasycznej u 19,4 proc. z nich [8].
Oproécz zmian typu CNVs, mikromacie-
rze aCGH wykrywajg wszystkie trisomie
i wszystkie niezréwnowazone aberracje
struktury chromosoméw i dzieki temu sg
niezwykle pomocne w ustaleniu przyczyn
poronien samoistnych. Badanie genetyczne
materialu z poronienia pomaga w ukierun-
kowaniu dalszej diagnostyki przyczyn poro-
nien i ma ogromne znaczenie psychologicz-
ne dla pary, ktéra stracila cigze. W Centrum
Genetyki Medycznej GENESIS w Poznaniu
przeprowadziliSmy badania metoda mikro-
macierzy u okolo 400 zarodkéw i plodow,
stwierdzajgc nieprawidlowy kariotyp u 60

proc. z nich. Stwierdzenie aberracji chromo-
somowej u obumartego/poronionego zarod-
ka/plodu pokazuje przyczyne utraty ciazy,
rokowanie co do utrzymania nastepnych
cigz, a niekiedy ujawnia ukrytg aberracje
chromosomowg u ktéregos$ z partneréw.
Badanie jest prowadzone na fragmentach
kosmoéwki pobranych przy zabiegu oczysz-
czania jamy macicy po obumarciu cigzy lub
wydalonych w przebiegu poronienia samo-
istnego. Mozna uzy¢ jatowego naczynia (np.
plastikowego pojemniczka do badania mo-
czu), a fragmenty materiatu biologicznego
zala¢ jalowg solg fizjologiczna.

REKOMENDACJE DOTYCZACE
ZASTOSOWANIA
MIKROMACIERZY aCGH
American College of Obstetricians and Gy-
necologists Committee on Genetics Socie-

i mikrodelecje 22¢l11

ty for Maternal-Fetal Medicine (Committee
Opinion No 581, Dec. 2014) jednoznacznie
rekomenduje stosowanie metody mikroma-
cierzy w diagnostyce prenatalne;j [1]. Wymie-
nia trzy podstawowe przypadki:

B W przypadku stwierdzenia u plodu jednej
(lub wiecej) duzej wady rozwojowej i podje-
ciu decyzji o inwazyjnej diagnostyce pre-

Id

Katedra i Zaktad Genetyki Medycznej, Uniwersytet Medyczny
im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu; Centrum Genetyki Medycznej
GENESIS w Poznaniu www.genesis.pl
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natalnej, rekomenduje sie badanie metodg
mikromacierzy;
B Jesli ptéd nie ma wad rozwojowych, awy-
konuje sie diagnostyke inwazyjng, mozna
stosowa¢ alternatywnie cytogenetyke kla-
syczng lub mikromacierzy;
B W przypadku péznego obumarcia plodu
wskazane jest badanie plodu metodg mikro-
macierzy aCGH. Podobnie badanie metodg
mikromacierzy aCGH materialu z poronie-
nia jest niezwykle pomocne przy ustaleniu
przyczyn wezesnych utrat cigzy.
Konieczna jest porada genetyczna przed
ipobadaniu metodg mikromacierzy, z omo-
wieniem wszystkich mozliwosci i ograni-
czen metody. Badanie metodg mikroma-
cierzy moze by¢ przeprowadzone tylko za
pisemng $wiadomag zgoda pacjentki, zawsze
obowigzujaca przy badaniach genetycznych
genomu czlowieka.

Mikromacierze okazaly sie efektywne w diagnostyce
prenatalnej w przypadku wady serca u plodu. Zmiany
typu CNVs wykryto w 12 proc. przypadkow, w ktorych
kariotyp oznaczony metodami cytogenetyki
klasycznej byl prawidlowy i w 7 proc. przypadkow,

w ktorych wykluczono aberracje liczby chromosomow

PODSUNMOWANIE

Badanie metodg mikromacierzy udowod-
nilo swojg wielkg przydatnosé¢ zaréwno
w diagnostyce prenatalnej, jak réwniez
w badaniu genetycznych przyczyn niepo-
wodzen rozrodu. W wielu krajach mikro-
macierze sg badaniem pierwszego rzutu
u dzieci z wadami, z opéZnieniem rozwo-
ju czy autyzmem i obecnie coraz wiecej
o$rodkéw wprowadza mikromacierze do
diagnostyki genetycznej réwniez w gine-
kologii i poloznictwie. Badanie z zastoso-
waniem mikromacierzy nie zostalo jesz-
cze uwzglednione w koszyku swiadczen
refundowanych przez NFZ, jednak jest to
nieuchronnie kwestig czasu, poniewaz go-
ruje ono nad dotychczasowymi metodami
badania chromosoméw.
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