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Streszczenie

Rozwaj technik diagnostycznych umozliwia stosowanie coraz nowszych testow w badaniach prenatalnych. Ich
zakres podyktowany jest wskazaniami i obejmowac moze diagnostyke cytogenetyczng, cytogenetyczno-moleku-
larng i molekularng. Najczesciej diagnozowanymi prenatalnie zmianami genetycznymi sg zmiany liczbowe chromo-
somow (aneuploidie).

W artykule przedstawiono najnowsze metody, wykorzystywane przede wszystkim w prenatalnej diagnostyce licz-
bowych zmian chromosomowych, ale rowniez metody, ktore mogg byc stosowane do wykrywania zmian struktu-
ralnych chromosomow oraz mutacji genowych. Jednym z gtownych atutow tych metod jest krotki czas, jaki uptywa
do uzyskania miarodajnych wynikow. Niektdre z przedstawionych technik sg powszechnie stosowane na swiecie,
Jjak: QF-PCR (Quantitive Fluorescence Polymerase Chain Reaction) — oparta na analizie polimorficznych sekwencji,
ktorych zestaw jest charakterystyczny dla kazdej osoby, MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)
— oparta na ligacji sond komplementarnych do badanych fragmentow genomu, CGH do mikromacierzy (Compa-
rative Genomic Hybridization, aCGH) — oparta na hybrydyzacji genomu do mikromacierzy, pozwalajgca na analize
catego genomu. Inne z przedstawianych metod sg dopiero wprowadzane do inwazyjnej diagnostyki prenatalnej:
NGS (Next-generation DNA Sequencing) — sekwencjonowanie nowej generacji, umoZzliwiajgce analize dowolnego
fragmentu genomu na poziomie DNA; BoBs (BACs-on-Beads) — technika kariotypowania molekularnego oparta na
hybrydyzacji badanego DNA z sondami umieszczonymi na polistyrenowych mikrokulkach.

W Polsce szybka diagnostyka najczestszych aneuploidii w chwili obecnej nie jest badaniem standardowym, w prze-
ciwienstwie do badania cytogenetycznego (oznaczanie kariotypu). Jednakze, przy okreslonych wskazaniach szyb-
ka diagnostyka moze w przysztosci stanowic¢ standardowa diagnostyke prenatalna.
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Abstract

New diagnostic techniques employed in laboratories all over the world enable to create new tests for prenatal
genetic diagnosis. They include cytogenetics, molecular-cytogenetics and molecular methods. Chromosomal
numerical aberrations (aneuploidies) remain to be the most frequent genetic changes diagnosed prenatally.

Therefore, our paper presents the latest methods used mainly in prenatal diagnosis of the most common
chromosome numerical changes, as well as other methods applicable in detecting chromosome structural changes
or gene mutations. One of the main advantages of these new approaches is the short period of time needed to
obtain a result. Some of these techniques are used world-wide: QF-PCR (Fluorescence Quantitive Polymerase
Chain Reaction) — based on the analysis of the short polymorphic sequences characteristic for each individual;
MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) - based on the probes ligation to complementary genomic
fragments in patient DNA; microarray CGH (Comparative Genomic Hybridization) - based on genomic hybridization
to microarray, which enables analysis of the entire genome. Other new methods are also gradually introduced
to invasive prenatal diagnosis: NGS (Next-generation DNA sequencing) - for the analysis of the whole genome
at the DNA level, BoBs (BACS-on-Beads) — molecular-cytogenetic technique based on hybridization of probes
immobilized on polystyrene microspheres with fetal DNA.

Nowadays, rapid diagnosis of the most common chromosomal aneuploidies is not a standard procedure in Poland,
as opposed to cytogenetics (karyotyping). However, for specific clinical indications, fast and reliable methods of
genetic analysis present are likely to become standard procedures in prenatal diagnosis.
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Wstep

Zgodnie z rekomendacjami Polskiego Towarzystwa Gine-
kologicznego (PTG 2009) diagnostyka prenatalna powinna by¢
oferowana kazdej kobiecie w ciazy, bez wzgledu na wiek. Dia-
gnostyka przesiewowa w kierunku najczesciej spotykanych wad
rozwojowych i aberracji chromosomowych, czyli ultrasonogra-
fia migdzy 11 a 13(+6 dni) tygodniem ciazy oraz migdzy 18 a 23
tygodniem ciazy wraz z badaniami biochemicznymi I i IT tryme-
stru nie niesie ze soba zadnego ryzyka dla pacjentki oraz ptodu
i powinna by¢ traktowana jako standardowa procedura w kazdej
ciazy [1].

Wskazania do badan prenatalnych inwazyjnych musza
uwzglednia¢ mozliwosci diagnostyczne, jak i ryzyko zwiazane
z wykonywaniem procedur ingerujacych w $rodowisko ptodu.
Do funkcjonujacego w Polsce Programu Badan Prenatalnych,
w ramach ktorego realizowane sa takze inwazyjne procedury
prenatalne, kwalifikowane sa kobiety w ciazy:

1) w wieku powyzej 35 lat,

2) u ktorych w poprzedniej ciazy stwierdzono aberracje

chromosomalne u ptodu,

3) u ktorych stwierdzono wystgpowanie strukturalnych
aberracji chromosomowych w rodzinie,

4) o znacznie zwigkszonym ryzyku urodzenia dziecka do-
tknigtego choroba uwarunkowana monogenicznie lub
wieloczynnikowo,

5) u ktoérych w obecnej ciazy stwierdzono nieprawidtowe
stgzenie biochemicznych markeréw dobrostanu ciazy
(ryzyko wyzsze Iub réwne 1/300) Iub nieprawidtowy wy-
nik badania USG,

6) osoby z rodzin wysokiego ryzyka genetycznego [2].

Nalezy zaznaczy¢, ze wedlug rekomendacji PTG z 2009
roku wiek cigzarnej powyzej 35 roku jest stabym czynnikiem
warunkujacym wystgpowanie aberracji chromosomowych u pto-
du i wykonywanie badan inwazyjnych w takim przypadku, bez
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istnienia innych wskazan, naraza najczgSciej niepotrzebnie pa-
cjentke na ryzyko powiktan. Diagnostyka inwazyjna ze wzgledu
na wiek rozwazana jest natomiast u kobiet powyzej 40 roku zycia
[1].

Procedury badan inwazyjnych sktadaja si¢ z kilku etapow:
pobrania materiatlu, izolacji materiatu genetycznego, wykona-
nia badan i analizy otrzymanych wynikoéw. Komorki trofobla-
stu uzyskiwane sa podczas biopsji trofoblastu (11-14 tydzien
ciazy), komorki ptodu podczas amniopunkcji (optymalnie 15-18
tydzien ciazy) lub kordocentezy (powyzej 19 tygodnia ciazy).
W zaleznosci od rodzaju badania (cytogenetyczne/molekularne)
z dostarczonego do laboratorium materiatu izolowane sg jadra
komorkowe i uzyskiwane metafazy (po hodowli komorkowej —
badanie cytogenetyczne) lub DNA (izolacja bezposrednia) [1].

Zakres badan prenatalnych podyktowany jest wskazaniami
i polega¢ moze na diagnostyce:

1) cytogenetycznej/cytogenetyczno-molekularne;j:

a) aberracji liczbowych (w tym najczgstszych aneuplo-
idii jak zespot Downa, Pataua, Edwardsa, Turnera
i Klinefeltera) i duzych aberracji strukturalnych,

b) zespotow mikrodelecyjnych (fluorescencyjna hybry-
dyzacja in situ — FISH) oraz

¢) zmian w genomie rzedu kilkuset tysigcy par zasad
(CGH do mikromacierzy);

2) molekularne;j:

a) chorob monogenowych/wieloczynnikowych, jesli
tylko znane sa podstawy genetyczne choroby, istnie-
ja metody diagnostyczne weryfikujace rozpoznanie,
a rozpoznanie choroby w okresie zycia prenatalne-
go moze mie¢ znaczenie dla dalszego postgpowania
w ciazy lub po urodzeniu dziecka (np. mukowiscydo-
za, zespot kruchego X, achondroplazja, SMA i inne)
[3, 4].
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Jednym z gldwnych ograniczen inwazyjnej diagnostyki pre-
natalnej, obok mozliwosci diagnostycznych, jest czas potrzebny
do wykonania badania. Powinien by¢ on mozliwie jak najkrot-
szy, ze wzgledu na niepokdj pacjentki oraz ewentualne podjgcie
decyzji co do leczenia ptodu lub zakonczenia ciazy w przypad-
ku wynikéw nieprawidlowych spetniajacych warunki ,,Ustawy
o planowaniu rodziny, ochronie ptodu ludzkiego i warunkach
dopuszczalnos$ci przerywania ciazy” [1, 5].

W artykule przedstawiono najnowsze stosowane lub wpro-
wadzane do diagnostyki prenatalnej metody molekularne wyko-
rzystywane do badania aneuploidii chromosomowych, jak i ana-
lizy innych zmian, w tym zmian na poziomie DNA.

Techniki umozliwiajgce analize wybranych
regionow. Szybka analiza aneuploidii
Aneuploidie chromosomowe, ktore sa najczgsciej wystepu-
jacymi zmianami genetycznymi u ptodu, standardowo diagnozo-
wane sg za pomocg analizy prazkowej chromosomow (cytoge-
netyka klasyczna). Czgsto$¢ aberracji chromosomowych szacuje
si¢ na 60% w poronieniach samoistnych, 6% w przypadku mar-
twych urodzen oraz 0,6% wsréd zywo urodzonych dzieci [6].
Badanie i analiza cytogenetyczna, mimo, ze daje jedno-
znaczng odpowiedz w przypadku aberracji liczbowych i duzych
aberracji strukturalnych (zwykle powyzej 10 Mpz zaleznie od
uzyskanej rozdzielczosci badania), trwa okoto 3 tygodni, co wy-
nika z koniecznosci zatozenia hodowli komorek ptodu oraz cza-
su potrzebnego na analiz¢ mikroskopowa [7]. Aby skroci¢ czas
oczekiwania na wynik do diagnostyki prenatalnej wprowadzo-
no techniki molekularne umozliwiajace badanie najczgstszych
aneuploidii chromosomowych w krotkim czasie, nawet do 24

godzin. Badanie takie daje mozliwos$¢ stwierdzenia lub wyklu-
czenia zespotow Downa, Patau, Edwardsa, a takze aberracji licz-
bowych chromosomow pflci (np. zespot Turnera, Klinefeltera)
oraz tri- lub tetraploidii. Ograniczenie diagnostyki prenatalnej
wylacznie do analizy okreslonych chromosoméw powinno $ci-
$le wynikac ze wskazan. W Polsce szybka diagnostyka najczgst-
szych aneuploidii jest traktowana w chwili obecnej jako badanie
dodatkowe, wstegpne do cytogenetycznej analizy calego karioty-
pu plodu. Jednakze, przy okreslonych wskazaniach badanie to
mogtlaby by¢ standardowa diagnostyka prenatalng zamiast bada-
nia kariotypu [3].

QF-PCR

Metoda QF-PCR (Quantitive Fluorescence Polymerase
Chain Reaction) jest oparta na analizie polimorficznych sekwen-
cji STR (Short Tandem Repeats — krotkie powtorzenia tande-
mowe), ktorych zestaw jest charakterystyczny dla kazdej osoby
i dziedziczony w polowie od kazdego rodzica. Analiza ilo§ciowa
oraz jakosciowa tych sekwencji pozwala na okreslenie liczby
kopii danego regionu (chromosomu), w obrebie ktorego zlokali-
zowana jest dana sekwencja (marker). Metoda ta polega na spe-
cyficznym powielaniu sekwencji STR zlokalizowanych na po-
szczegblnych krytycznych badanych chromosomach z uzyciem
znakowanych fluorescencyjnie starterow. W nastgpnym etapie
badania rozdziela si¢ elektroforetycznie otrzymane produkty
przy uzyciu sekwenatora i analizuje liczbg danych markeréw
(w prawidlowym DNA wystepuja one w parach, w ktorych moga
rozni¢ si¢ liczba powtorzen) oraz wydajnos¢ reakeji PCR (dwie
kopie danej sekwencji STR bgda dawaé¢ dwa razy wigcej produk-
tu niz jedna kopia) [8]. (Rycina 1).
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Rycina 5. Analiza sekwencji STR ptodu (gorny wykres) oraz pacjentki (dolny wykres). U ptodu widoczne trzy kopie kazdego z markeréw w postaci trzech pikéw (dwie pierwsze
strzatki) lub podwojnej wysokosci jednego z pikéw w stosunku do drugiego piku z pary (trzecia strzatka). U ptodu stwierdzono triploidie.
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Do wykonania badania konieczne jest pobranie materiatu
(trofoblast, ptyn owodniowy, krew), z ktéorego mozna wyizolo-
wac¢ DNA. QF-PCR umozliwia analizg sekwencji wielu chromo-
somow w jednej lub kilku reakcjach. Daje to mozliwos¢ wykry-
wania u plodu zmian liczbowych chromosomoéw. Zakres badania
najczesciej dotyczy S5 najezgstszych aneuploidii oraz tripliodii,
co wynika z dostgpnosci na rynku zestawow diagnostycznych.
Mozliwa jest takze dodatkowo ocena aneuploidii chromosomow:
15,16122 z jednoczesna ocena 13, 18,21, X 1Y z uzyciem zesta-
wu dedykowanego dla materiatu z poronien. Mozliwa jest takze
diagnostyka triploidii — w wyniku badania stwierdza si¢ wtedy
wszystkie badane markery w trzech kopiach [8, 9, 10].

Metoda QF-PCR umozliwia takze oceng pochodzenia do-
datkowego chromosomu u ptodu, co uzyskuje si¢ przez poréw-
nanie sekwencji STR ptodu i rodzicow. QF-PCR wykrywa row-
niez mozaicyzm (obecno$¢ co najmniej dwoch linii komorko-
wych o réznym kariotypie) na poziomie > 15% oraz pozwala na
wykluczenie kontaminacji (zanieczyszczenia) materialem mat-
czynym, poprzez poréwnanie profilu ptodu oraz profilu cigzarne;j
uzyskanego z jej krwi [8, 10].

Czutoé¢ metody QF-PCR to 95,65% a specyficznos$¢ 99,97%
dla badanych aneuploidii [3]. Czas diagnostyki przy uzyciu QF
-PCR mozna ograniczy¢ do okoto 5 godzin. Na rynku dostgpne
sq testy posiadajace certyfikat CE-IVD, czyli przeznaczone do
diagnostyki in vitro. Cena badania miesci si¢ w granicach 600-
800 zl (podawane ceny to ceny brutto badan proponowanych
przez laboratoria w Polsce).

MLPA

Metoda MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Ampli-
fication - amplifikacja sond zalezna od ligacji) oparta jest na liga-
cji sond komplementarnych do badanych fragmentéw genomu,
np. egzonow genow krytycznych dla danej choroby/zespotu [11].
W MLPA uzywa si¢ sond potdéwkowych (czyli jedna sonda po-
dzielona jest na 2 fragmenty) ktdre moga si¢ potaczyc (zligowac)
tylko na docelowej sekwencji w genomie pacjenta. Liczba sond,
ktore ulegaja hybrydyzacji do badanych sekwencji, a nastgpnie
ligacji zalezy bezposrednio od liczby sekwencji docelowych
W genomie pacjenta, np. pacjent z trisomia 21 ma trzy kopie da-
nej sekwencji dla chromosomu 21, a osoba o prawidlowe;j liczbie
chromosoméw — dwie. W przypadku delecji/monosomii u pa-
cjenta wystgpuje jedna kopia badanego regionu. Ilos¢ zligowa-
nych sond mierzona jest poprzez reakcj¢ PCR z wyznakowanym
fluorescencyjnie jednym ze starterow i pomiar poziomu fluore-
scencji w stosunku do probki prawidtowej. Za normg w reakcji
MLPA uwaza si¢ wartosci +/- 0,3 (od 0,7 do 1,3) w stosunku
do proby prawidtowej, czyli wahania fluorescencji uzyskanej dla
probki badanej do prawidtowej do 30% traktowane sa jako nor-
ma [3, 11, 12]. (Rycina 2).

MLPA umozliwia jednoczesna oceng kilkudziesigciu se-
kwencji na raz w jednej reakcji, co jest niewatpliwa zaleta tej
metody. Czas jednego oznaczenia zamyka si¢ w 48 godzinach.

W badaniach prenatalnych techniki MLPA mozna uzy¢ do
diagnostyki najczgstszych aneuploidii lub zespotéw mikrodele-
cji. Metoda ta jednak nie posiada certyfikatu CE-IVD i wyniki
uzyskane za jej pomoca powinny by¢ potwierdzone inng tech-
nika diagnostyczna. MLPA traktowana jest jako technika prze-
siewowa, np. prawidlowy wynik badania pozwala lekarzowi na
wykluczenie analizowanych mikrodelecji, a wynik pozytywny
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Rycina 5. Poréwnanie fluorescencji sond dla préby badanej i prawidtowej dla
zestawu na najczestsze zespoty mikrodelecyjne (P-245). Sondy zaznaczone ponizej
linii hybrydyzujg w obszarze 22q11.2 krytycznym dla zespotu DiGeorge’a. Widoczna
delecja 3 markeréw (czerwone kwadraciki).

ukierunkowuje dalsza diagnostyke (np. z wykorzystaniem sond
fluorescencyjnych, specyficznych dla danego regionu) [12].
Cena badania MLPA to okoto 500-800 zt brutto zaleznie od sto-
sowanego zestawu.

BoBs

Technika BoBs (BACs-on-Beads) to nowa technika karioty-
powania molekularnego oparta na hybrydyzacji badanego DNA
z sondami umieszczonymi na polistyrenowych mikrokulkach
o $rednicy 5 mikronéw (on-Beads). Sondy sa namnazane na
sztucznych chromosomach bakteryjnych (BACs - Bacterial Arti-
ficial Chromosomes). W jednym oznaczeniu analizowanych jest
po kilka sekwencji dla r6znych regionéw krytycznych zaleznie
od proponowanego zestawu. Mikrokulki znakowane sa dwoma
roznymi barwnikami fluorescencyjnymi o réznych stgzeniach,
ktorych kombinacja umozliwia stworzenie i identyfikacj¢ okoto
100 réznych mikrokulek. Badany DNA znakowany jest bioty-
na. Po zwiazaniu biotynylowanego badanego DNA do komple-
mentarnych sond umieszczonych na mikrokulkach do probki
dodawany jest barwnik streptawidyna (zwiazany z fikoerytryna,
ktora ma powinowactwo do biotyny). Jezeli doszto do hybry-
dyzacji badanego DNA z sondami, laserowo odczytywany jest
poziom fluorescencji dla poszczegdlnych rodzajow mikrokulek
a takze identyfikowany jest rodzaj kulek. Porownanie poziomu
fluorescencji z wynikiem otrzymanym dla prawidtowego DNA
(mgskiego oraz zenskiego) pozwala na detekcje delecji i dupli-
kacji badanych regionéw [13]. Zestawy obecnie proponowane
przez producenta do diagnostyki prenatalnej obejmuja diagno-
styke najczgstszych aneuploidii (13, 18, 21, X, Y) oraz najczgst-
szych mikrodelecji (zespdt Wolfa-Hirschhorna, Cri-du-Chat,
Williamsa-Beurena, Langer-Giedion, DiGeorge’a (10p14 oraz
22q11.23), Pradera-Williego/Angelmana, Millera-Diekera oraz
Smith-Magenis) w jednym zestawie. Metoda ta posiada certy-
fikat CE-IVD. Czas wykonania badania technika BoBs wynosi
mniej niz 24 godziny a koszt to okoto 1500 zt [13, 14].
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Techniki umozliwiajgce analize catego
genomu

Analiza calego genomu z wysoka rozdzielczoscia (duzo
wigksza niz badanie cytogenetyczne) umozliwia diagnostyke
zmian ilo§ciowych (delecje/duplikacje) w calym genomie, a tak-
ze analiz¢ wybranych sekwencji genomu na poziomie DNA. Ba-
danie takie jest szczeg6lnie wazne w przypadkach, w ktorych na
podstawie dostgpnych danych klinicznych i laboratoryjnych nie
jest mozliwe postawienie podejrzenia/rozpoznania danego ze-
spotu genetycznego, np. mnogie wady ptodu. W diagnostyce po-
stnatalnej analiza catego genomu jest technika z wyboru u dzieci
z niepelnosprawnoscia intelektualng o nieznanej etiologii i ce-
chami dysmorficznymi [9].

CGH do mikromacierzy

Porownawcza hybrydyzacja genomowa do mikromacierzy
(CGH - Comparative Genomic Hybridization, array CGH -
aCGH) to technika pozwalajaca na analizg¢ calego genomu z roz-
dzielczoécia nawet do 1 kpz (badanie cytogenetyczne 5-10 Mpz).
Zaleznie od typu mikromacierzy mozliwe jest takze wykrycie
zmian na poziomie pojedynczych genéw a nawet nukleotydow.
Mikromacierze najczgsciej stosowane na $wiecie do diagnostyki
post- i prenatalnej majq mniejsza rozdzielczo$¢ 1 pozwalaja wy-
kry¢ niezrbwnowazone zmiany w genomie rzgdu kilkuset tysigcy
par zasad. Obecnie na rynku dostgpne sa m.in. mikromacierze
dedykowane dla najczgstszych aberracji chromosomowych (tzw.
mikromacierze kliniczne), przy pomocy ktorych (w jednym
badaniu) mozna zdiagnozowa¢ aneuploidie wszystkich chro-
mosomow, triploidi¢ i niezrownowazone zmiany strukturalne
chromosoméw, w tym mikrodelecje i mikroduplikacje regionow
krytycznych warunkujace wystgpowanie znanych zespotow ge-
netycznych, np. zespotu Pradera-Willego, Wolfa-Hirschhorna,
DiGeorge’a. Problemem metody CGH do mikromacierzy moze
by¢ jednak interpretacja uzyskanego wyniku w przypadku, gdy
nie dotyczy on regionéw charakterystycznych dla znanych,
opisanych jednostek chorobowych. W przypadku stwierdzenia
zmiany w genomie, ktora nie zostata wczesniej opisana i scha-
rakteryzowana klinicznie, ocena jej wptywu na cechy fenotypo-
we ptodu jest trudna, a w wielu przypadkach niemozliwa [9, 15].

Mikromacierze moga by¢ jednak szczegdlnie przydatne
w diagnostyce prenatalnej w przypadkach wystgpowania nie-
specyficznych wad u ptodéw, u ktorych wykluczono najczestsze
ancuploidie czy znane zmiany strukturalne. Czgsto$¢ wykry-
wania przy pomocy CGH do mikromacierzy takich unikalnych
zmian u ptodow z wadami stwierdzonymi w USG wynosi okoto
5% [15].

Analiza genomu przy pomocy mikromacierzy zajmuje kilka
dni a koszt jednego oznaczenia wynosi okoto 2000 - 2500 zt.

NGS

NGS (Next-generation DNA Sequencing — sekwencjonowa-
nie nowej generacji) jest technika, ktora umozliwia analiz¢ do-
wolnego fragmentu genomu na poziomie DNA. Jak wigkszos¢
technik laboratoryjnych uzywanych w diagnostyce prenatalnej
jest lub raczej zaczyna by¢ wykorzystywana gtownie do detekcji
aneuploidii, ale teoretycznie mozna jej uzy¢ do diagnostyki wigk-
szo$ci znanych zmian genetycznych. Mozliwosci, jakie niesie ze
soba NGS sa bardzo duze, dzigki niemu mozna przeanalizowac
nawet caly genom i zdiagnozowa¢ zmiany dotyczace pojedyn-
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czych nukleotydow, jednakze koszt oznaczenia dla pojedynczej
proby jest bardzo wysoki (jedna analiza z uzyciem sekwenatora
NGS kosztuje okoto 10 000 zt, a pozwala na zsekwencjonowanie
okoto 15 amplikondéw o dtugosci 450 pz z najwyzsza czuloscia).
Analiza wynikow uzyskanych z NGS jest bardzo trudna i wy-
maga duzych umiejgtnoSci oraz specjalistycznej wiedzy bioin-
formatycznej [16]. Obnizenie kosztoéw NGS jest mozliwe dzigki
badaniu wybranych regionéw genomu (pojedynczych ampliko-
néw) w wielu probkach na raz (przy jednym uruchomieniu se-
kwenatora), a takze w jednej probowce jako 2-, 4- czy 8-pleksy
(istnieje mozliwos$¢ oznakowania i rozréznienia poszczegdlnych
pacjentéw w jednej probowce) [16, 17].

Technika NGS zaczeta by¢ obecnie stosowana za granica do
diagnostyki zespotu Downa u ptodu z krwi matki [16]. Opiera sig
ona na analizie materiatu genetycznego ptodu z komorek ptodu
obecnych w krwi obwodowej matki. Specyficzno§¢ oznaczenia
przy zastosowaniu duplexu (diagnostyka dwoch probek w jednej
reakcji) pozwala na osiagnigcie 100% czutosci i 97,9% specy-
ficznosci. Zastosowanie w tym przypadku NGS, jako elementu
diagnostyki przesiewowej, pozwala ograniczy¢ diagnostyke in-
wazyjna o 98% [16]. Catkowity koszt oznaczenia jest trudny do
oszacowania, zalezy od liczby amplikonow 1 liczby pacjentow
diagnozowanych przy jednym uruchomieniu sekwenatora.

Podsumowanie

Obecnie istnieje wiele metod zardwno cytogenetycznych,
jak 1 molekularnych umozliwiajacych diagnostyke réznych ze-
spotow genetycznych a takze chordb genetycznych uwarunko-
wanych monogenowo i wieloczynnikowo. W przypadku diagno-
styki prenatalnej najwigkszy odsetek zmian u ptodéw stanowia
aberracje liczbowe i to one najczgsciej sa oceniane w inwazyjnej
diagnostyce prenatalne;.

Zapotrzebowanie na wykonywanie badan prenatalnych
wymusza stosowanie metod umozliwiajacych skrocenie czasu
diagnostyki oraz uzyskanie jak najwigcej informacji podczas
jednego oznaczenia, na co pozwalaja metody cytogenetyki mole-
kularnej (Rapid-FISH, aCGH, BoBs) oraz metody molekularne
(QF-PCR, MLPA, NGS). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze cytoge-
netyka klasyczna, mimo Ze jest metoda o stosunkowo matej roz-
dzielczosci 1 dlugim czasie potrzebnym do uzyskania wyniku,
jest metoda umozliwiajaca diagnostyke zrownowazonych aber-
racji, np. translokacji czy inwersji, co czyni ja w tym zakresie
niezastapiona.

Metody, takie jak aCGH i NGS, umozliwiaja bardzo do-
ktadne zbadanie catego genomu, co niesie ze soba praktycznie
nieograniczone mozliwosci diagnostyczne, zalezne tylko od
stanu wiedzy i mozliwoS$ci interpretacji otrzymanych wynikow.
Ograniczeniem, jesli chodzi o powszechne stosowanie tych me-
tod, sa jednak: niewysoka czgstos¢ wykrywania zmian, wysokie
koszty analizy oraz niedostateczna wiedza na temat niektorych
wykrywanych zmian. Technika NGS mozna zdiagnozowacé kaz-
da znang zmiang na poziomie DNA, aczkolwiek koszty takiego
oznaczenia dla pojedynczego przypadku sa bardzo duze.

Niewatpliwa zaleta technik molekularnych stosowanych
w analizie zmian genomu, w przeciwienstwie od analizy zestawu
chromosoméw w klasycznej cytogenetyce, jest mozliwos¢ ba-
dania wielu dowolnych regionéw genomu, modyfikowanie ist-
niejacych lub tworzenie nowych zestawow, zaleznie od potrzeb
diagnostycznych.
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