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Streszczenie
W pracy przedstawiono wiasne doswiadczenia dotyczgce wskazan, przebiegu procedury i wynikow biopsji ko-
sméwki wykonywanych w NZOZ ,Genom” w Rudzie Slaskiej.

Materiat i metody: Przezbrzuszng biopsje kosmowki pod kontrolg usg wykonano u 290 par z roznych wskazan.
Najczestsze to: nieprawidiowy wynik badania usg ptodu, obcigzony wywiad w kierunku chorob genetycznych,
wiek matki. Materiatem do badar byty komorki trofoblastu pobrane podczas biopsji kosmowki (CVS) od pacjentek
(n=264 ). z nieprawidtowym wynikiem badania USG ptodu (n=235), nieprawidtowym wynikiem testow biochemicz-
nych (n=6), obcigzonym wywiadem genetycznym (n=11), oraz z powodu wieku 35 lat i wiecej (n=12). Metafazy
otrzymano i analizowano z wykorzystaniem technik cytogenetyki klasycznej.

Wyniki: Nieprawidfowy kariotyp ptodu z komdrek trofoblastu uzyskano u 39% badanych pacjentek. U pacjentek
z nieprawidtowym USG stwierdzono znacznie wigecej nieprawidfowych kariotypow ptodu (43,5%), niz u pacjentek
skierowanych na biopsje kosmowki z innych wskazar (3%). W czesci przypadkow (12,9%) otrzymano nigjedno-
znaczne cytogenetycznie wyniki, spowodowane najczesciej kontaminacjg materiatu komorkami matczynymi lub
mozaicyzmem tozyskowym lub zaleznym od hodowli.
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Whioski: Biopsja kosmowki powinna by¢ proponowana gtdwnie pacjentkom z nigprawidtowym wynikiem badania
USG ze wzgledu na ryzyko otrzymania nie w petni informacyjnego wyniku i koniecznos¢ wykonania kolejnego ba-
dania inwazyjnego — amniopunkcji.

Stowa kluczowe: biopsja kosmowki / diagnostyka prenatalna / kariotyp plodu /

Abstract

Objective: To present the authors’ own experiences on transabdominal Chorionic Villus Sampling (CVS) for pre-
natal diagnosis of genetic disorders.

Design: Descriptive study.

Patiens and methods: A total of 290 couples with request for prenatal diagnosis of various genetic disorders were
studied. The most common indications were: fetal abnormalities suspected in an ultrasound scan and biochemistry,
positive family history on genetic disorders, maternal age. Transabdominal CVS was done under local anesthesia
and ultrasound guidance. The genetic analysis was possible in 264 cases (241 with abnormal ultrasound scan
ana/or biochemistry, 11 with positive family history, 12 with maternal age). Results were recorded and analyzed for
descriptive statistics.

Result: A total of 290 CVSs were done in the outdoor. Most procedures (76%) were done between 12 and 14
weeks (range 11-16 weeks). All placental positions including both anterior and posterior were approachable thro-
ugh the trans-abdominal route. The overall success rate was 100%. Abnormal fetal karyotype was diagnosed in
39% of cases. In 12.9% of cases inconclusive results were observed (due to placental mosaicism or maternal cells
contamination). More aneuploidies were observed in group with abnormal first trimester screening (us scan and/or
biochemistry) compared to any other indications.

Conclusion: Transabdominal CVS is a useful outdoor procedure for prenatal diagnosis. However indications for

the procedure should be carefully considered since some risk of inconclusive results occurred.

Key words: chorion villus sampling / prenatal diagnosis / fetal karyotype /

Wstep

Biopsja kosmowki (CVS — Chorionic Villus Sampling) jest
inwazyjna metoda uzyskiwania komoérek trofoblastu w czasie
trwania ciazy [1, 2].

Wykonywana jest pod kontrola ultrasonograficzna z dostgpu
przezbrzusznego, rzadziej przezpochwowego, powyzej 11 tygo-
dnia ciazy. Biopsja kosmowki wykonywana przed zakonczeniem
organogenezy wiaze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem powiklan
u ptodu (samoamputacja odcinkéw dalszych konczyn) [3].

Wykonanie biopsji kosmowki nalezy rozwazyé w przypad-
ku:

— nieprawidtowego wyniku badania USG ptodu,

— nieprawidtowych wynikow badan biochemicznych

w I trymestrze ciazy,

— obciazonego wywiadu genetycznego (stwierdzenie w po-
przedniej ciazy choroby genetycznej lub aberracji chro-
mosomowej u ptodu),

— urodzenie dziecka z choroba genetyczng albo aberracja
chromosomowa, nosicielstwo choroby genetycznej, nie-
prawidtowy kariotyp u jednego z rodzicow),

— podejrzenia choroby genetycznej u ptodu, wymagajacej
diagnostyki z zastosowaniem metod biologii molekular-
nej,

— matowodzia lub bezwodzia w II lub III trymestrze ciazy,
uniemozliwiajacego pobranie wod ptodowych [2, 4, 5, 6,
7].
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Pomimo szerokich wskazan do biopsji kosmowki, najczg-
Sciej wykorzystuje si¢ ta procedure do diagnostyki zaburzen
kariotypu ptodu. W pracy przedstawiono wtasne doswiadczenia
dotyczace wskazan, przebiegu procedury i wynikow biopsji ko-
smowki wykonywanych w NZOZ ,,Genom” w Rudzie Slaskiej.

Materiat i metody

Badaniem objgto 290 pacjentek cigzarnych miedzy 11 a 19
tygodniem ciazy ($rednia 13+0 tygodni ciazy), diagnozowanych
w NZOZ ,,Genom” w latach 2007-2010. Srednia wieku pacjen-
tek poddawanych CVS — 31 lat (zakres 17-47 lat).

Wskazaniem do biopsji kosmoéwki u pacjentek NZOZ ,,Ge-
nom” byty:

— nieprawidtowy wynik badania USG — n=260 (wynik
uzyskano u 235 pacjentek),

— wiek pacjentki — n=12 (wynik uzyskano u 12 pacjentek),

— obcigzony wywiad genetyczny — n=12 (wynik uzyskano
u 11 pacjentek),

— nieprawidtowy wynik badan biochemicznych — n=6
(wynik uzyskano u 6 pacjentek),

Materiat do badan uzyskano na drodze biopsji trofoblastu
przez powtoki brzuszne cigzarnej, przy uzyciu sterylnej igly typu
TSK-Supra 1.50x100 mm, pod kontrola USG. (Rycina 1).

Procedur¢ wykonywano w trybie ambulatoryjnym w znie-
czuleniu miejscowym nasigkowym przy pustym pecherzu mo-
czowym pacjentki.
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Rycina 1. Igta biopsyjna wprowadzona do kosmowki.

Lokalizacja kosmowki (Sciana przednia vs. $ciana tylna) nie
miala znaczenia dla techniki wykonywania zabiegu. Po wykona-
nym zabiegu pacjentce zalecano 15 minutowy odpoczynek, po
ktorym wykonywano kontrolne badanie ultrasonograficzne oce-
niajac FHR, obecno$¢ krwawienia podkosmowkowego i ilos¢
ptynu owodniowego. W zadnym z 290 przypadkéw nie obser-
wowano powiklan wczesnych.

Zalecana optymalna ilo$¢ kosmkow do uzyskania wyniku to
okoto 20 mg [8].

Uzyskane kosmki umieszczano na szalce Petriego z podto-
zem RPMI firmy Biomed Lublin zawierajacym heparyng firmy
Polfa. Oczyszczano je ze zlepodw erytrocytow oraz fragmentow
tkanek matki, przy uzyciu jalowych pincet pod inwertoskopem
[8, 9]. Nastepnie rozdzielano je do dwoch naczyn, w celu prze-
prowadzenia krotkiej (KH) i dtugiej (DH) hodowli z komplet-
nym podtozem hodowlanym AmnioMax firmy Gibco.

Po 24 godzinach, kosmki z krotkiej hodowli poddawano stan-
dardowym procedurom, zmodyfikowanym przez personel labo-
ratorium NZOZ ,,Genom”. W celu uzyskania metafaz z krotkiej
hodowli (KH) wykorzystywano urzadzenie elektromechanicz-
ne rozprowadzajace na szkietku komorki uzyskane z kosmkow
(CTE910 Cryo-Technik-Erlangen). Metafazy uzyskane ta meto-
da sa stabej jakosci, tzn. maja mala rozdzielczo$¢ prazkowania
oraz wykazuja stabe rozproszenie chromosomoéw w metafazie.
Kosmki z dlugiej hodowli hodowano, w celu uzyskania dziela-
cych si¢ komorek i poddawano je standardowym procedurom,
prowadzacym do uzyskania preparatow o wyzszej rozdzielczosci
prazkowania [5, 8, 9].

Otrzymane preparaty z obu hodowli barwiono technika praz-
kow GTG przy uzyciu 2,5% trypsyny firmy Gibco oraz barwnika
Giemzy firmy Merck. Analizie poddawano 3-10 metafaz pocho-
dzacych z hodowli krotkiej oraz 8-15 metafaz z hodowli dhugie;j.
Uzywano mikroskopu firmy Zeiss przy 1000x powigkszeniu
w immersji i systemu do kariotypowania firmy MetaSystem.
Wyniki zapisywano zgodnie z obowigzujacymi normami ISCN
(An International System for Human Cytogenetic Nomenclature)
2005 1 2009 [10]. Przyktadowe obrazy uzyskiwane w obu meto-
dach przedstawiono na rycinach 2-5.
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Wyniki

Satysfakcjonujaca ilo$¢ kosmkoéw przy pierwszym wkluciu
uzyskano w 264 przypadkach (91%). Srednia masa uzyskane-
go materiatu wynosita 28,5 mg (zakres 14-43 mg). W 176 (61
%) przypadkach wykonano pelne badanie kosmowki, uzyskujac
wynik z krotkiej 1 dtugiej hodowli; w 36 (12 %) wyniki uzy-
skano z hodowli krotkiej; w 52 (18 %) — z dlugiej. W 26 (9 %)
nie uzyskano zadnego wyniku, prawdopodobnie na skutek zbyt
matej ilo$ci materiatu dostarczonego do laboratorium (te badania
nie zostaly uwzglednione w dalszym opisie wynikow). Wynik
uzyskano z 264 biopsji kosmowki, co stanowi 91% wszystkich
biopsji wykonanych w latach 2007 — 2010.

235 pacjentek skierowano na wykonanie CVS ze wzgledu
na nieprawidlowy obraz USG ptodu. W tej grupie, w 184 przy-
padkach opisywana nieprawidtowoscia byto poszerzenie prze-
zierno$ci karkowej (NT — nuchal translucency) — nieprawidtowy
kariotyp stwierdzono u 80 ptodoéw (43,5%). Wsrdd 51 pacjentek,
u ktorych wskazaniem do wykonania CVS byt nieprawidtowy
wynik badania USG bez podwyzszonego NT — nieprawidtowy
kariotyp stwierdzono u 22 ptodéw (43%).

W przypadku 29 pacjentek (11%), ze wskazaniami do biopsji
innymi niz nieprawidlowe USG ptodu, nieprawidtowy kariotyp
ptodu oznaczono jedynie u jednej pacjentki (3 %). U 12 pacjen-
tek (4,5%), skierowanych ze wzgledu na wiek nie wykazano nie-
prawidtowosci kariotypu ptodu.

Uzyskane po CVS wyniki kariotypow (prawidlowe/niepra-
widlowe) zestawiono w tabelach I i II.

W 264 badanych CVS, nieprawidlowy wynik uzyskano
w 103 przypadkach, co stanowi 39 % analizowanych karioty-
pow. Najczesciej wystepujaca aberracja byla trisomia chromoso-
mu 21 (zespot Downa). Nastgpnie trisomia chromosomu 18 (ze-
spot Edwardsa) i monosomia chromosomu pfci (zespot Turnera).
Rzadziej stwierdzano: aberracje strukturalne, trisomi¢ chromo-
somu 13 (z. Patau), inne aneuploidie i poliploidie. Uzyskane
aberracje chromosomowe przedstawiono w tabeli II1.

W 34 badanych przypadkach (12,9%) uzyskano niejedno-
znaczne wyniki po krotkiej i dtugiej hodowli. (Tabela IV).

W 2 przypadkach (nr 112 w tab. IV) stwierdzono w hodow-
li krotkiej kariotyp meski, a w hodowli dtugiej dwie linie ko-
morkowe. Uzyskana w dtugiej hodowli linia komérkowa zenska
pochodzi od matki. W 15 przypadkach stwierdzono rozbieznos¢
pomigdzy wynikami uzyskanymi z dtugiej i krotkiej hodowli
(nr 3-11 w tab. IV). W 3 analizach z dlugiej hodowli uzyska-
no nieprawidtowy kariotyp z aberracja strukturalna, ktorej nie
stwierdzono w hodowli krotkiej (nr 12,13,14 w tab. IV). W 14
przypadkach, w ktorych uzyskano jedynie metafazy z karioty-
pem zenskim z dhugiej hodowli (nr 15 w tab. IV), nie mozna
wykluczy¢, ze doszto do kontaminacji probki komorkami matki.

W kazdym z opisanych w tabeli IV przypadkow, pacjent-
ce zaproponowano wykonanie dalszej diagnostyki inwazyjnej
w celu weryfikacji wyniku. W zadnym z tych przypadkow nie
wykonano dalszej diagnostyki. Pacjentki nie decydowatly si¢ na
podjecie ryzyka zwiazanego z kolejnym zabiegiem inwazyjnym
lub podejmowaty decyzj¢ o przerwaniu ciazy na podstawie nie-
prawidlowych wynikow badania USG i oznaczonego kariotypu.
Czgs¢ ciaz (n=4) ulegla obumarciu lub poronita si¢ samoistnie,
zanim wykonano amniopunkcjg¢. Kilka pacjentek nie wyrazi-
o zgody na ponowny przyjazd do osrodka diagnostycznego ze
wzgledu na znaczng odleglos¢ od miejsca zamieszkania.
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Tabela |. Kariotypy ptodow z nieprawidtowym obrazem USG.

Prawidtowy kariotyp 104 (56,5%)

Liczba biopsji
w przypadku
nieprawidtowego NT

184 (78,3%) Nieprawidtowy

0,
kariotyp 80 (43,5%)

Liczba biopsji
wykonana w przypadku

nieprawidtiowego USG

235
(89%)

Prawidtowy kariotyp 29 (56,9%)

Liczba biopsji
w przypadku
prawidtowego NT

51(21,7%) Nieprawidtowy

0,
kariotyp 22 (43,1%)

Tabela Il. Kariotypy ptodéw oznaczone na podstawie wskazan innych niz nieprawidtowe USG.

Liczba biopsji kosmoéwki 29 Prawidtowy kariotyp 28 (96,6%)
ze wskazan innych niz 1%
nieprawidiowe USG (11%) Nieprawidtowy kariotyp 1(3,4%)
Tabela Ill. Oznaczone patologie.
Rodzaj aberracji Zespot Zespot Zespot Zespot Inne aneuploidie L
chromosomowych Downa Turnera | Edwardsa SUELEIE Patau (XXX, XXY, +8,+22) fRlpiRle
n (%) 34(~33%) | 27(~26%) | 24(~23%) 7(~7%) 6(~6%) 4(~4%) 1(~1%)

Tabela IV. Przypadki z rozbiezno$cig kariotypow po hodowli krotkiej i dtugiej.

nr wynik z KH wynik z DH prz;;::ziéw mozliwa interpretacja rozbieznosci
1 47.XY,+21 47,XY,+21/46,XX 1 - kontaminacja probki komérkami matki (mozliwo$¢ uzyskania
2 46,XY 46,XY/46, XX 1 kariotypu matki w DH)
3 45X 46,XX 1 - mozaicyzm (réwniez mozaicyzm ograniczony do fozyska)
- kontaminacja préobki komoérkami matki
4 45,X/46,XX 46,XX 6 - (przyp 3 i 4) fatszywie nieprawidtowy wynik z KH (spowodowane
5 45X 45 X/46,XX 1 ztg jakoscig metafaz po KH)
6 46,XX 47 XX,+18 2
7 46,XX 47 XX, +22 1
8 46,XX 45,X146,XX 1 - mozaicyzm (réwniez mozaicyzm ograniczony do fozyska)
9 46 XX 47 XX.+21/46 XX 1 - falszywie prawidtowy wynik z KH
10 46,XX 47 ,XX,+8/46,XX 1
11 46,XY 46,XY,der(13;13) 1
12 46.XX 46,XX,der(18)t(18:?) 1 - (przyp.12,13) fatszywie prawidtowy wynik z KH (aberracje
’ e . strukturalne, trudne do identyfikacji w preparatach z krotkiej
13 46,XX 46,XX,1(2;4)/46,XX 1 hodowli, z powodu ztej jakosci metafaz)
/ ) - mozaicyzm (réwniez mozaicyzm ograniczony do tozyska)
14 47.XY,+4/46,XY 47.XY,1(14:18),+4 1 - (przyp.13) kontaminacja probki komoérkami matki
) - kariotyp prawidtowy u ptodu
5 46,%XX 4 - kontaminacja probki komoérkami matki
SUMA 34
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Rycina 3. Rycina 5.
. W NZOZ Genom najwigcej CVS (89%) wykonano u pa-
Dyskusja cjentek z nieprawidtowym USG ptodu. Wsrod nich stwierdzono

W NZOZ Genom wykonano 264 analizy kariotypu po biop-
sji kosmowki i uzyskano 103 (39%) nieprawidtowe wyniki. Dla
poréwnania w badaniach przeprowadzonych przez Zhang i wsp.,
aberracje chromosomowe po biopsji kosmowki stwierdzono w 9
z 152 przypadkow (5,92 %). Wskazania do wykonania badania
w cytowanej pracy, rozszerzone byly o kontakt z teratogenem i/
lub lekami we wczesnej ciazy i o zyczenie pacjentki [10].

Z danych literaturowych wynika, ze najczgstszym wskaza-
niem do wykonania inwazyjnych badan prenatalnych jest wiek
matki [2]. W tej grupie nieprawidlowy kariotyp stwierdza sig
w niewielkim procencie wynikéw. Kennerknecht i wsp. podaje
wartos$¢ 2,86%, natomiast Zhang i wsp. —4,51% [10, 11]. W na-
szych badaniach, pacjentki kierowane ze wzglgdu na wiek mat-
ki (12 przypadkow), stanowity 4,5 % wszystkich wykonanych
CVs.

U zadnej z nich nie stwierdzono nieprawidlowego kariotypu
ptodu.
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43,5% nieprawidtowych kariotypow natomiast liczba nieprawi-
dlowych kariotypow ptodu u pacjentek kierowanych na badanie
z innych przyczyn niz nieprawidtowe USG, wynosita 3,4 %.
Kennerknecht i wsp. podaja, ze czgstos¢ wystgpowania niepra-
widtowych kariotypow po stwierdzeniu u ptodu nieprawidlowe-
go USG wynosi 20%, a Zhang L. i wsp. — 12% [10,11].

W przypadku stwierdzenia nieprawidlowego kariotypu
u jednego z rodzicoéw, uzyskuje si¢ okoto 68% nieprawidtowych
wynikéw [10]. Zadna z pacjentek badanych w NZOZ Genom,
nie zostata skierowana na biopsj¢ kosmowki z takiego wiadnie
wskazania.

Istotnym problemem w cytogenetycznej diagnostyce prena-
talnej jest mozliwos¢ wystapienia niezgodnosci pomigdzy uzy-
skanym wynikiem, a rzeczywistym kariotypem ptodu. Przyczy-
na tego zjawiska jest mozliwos¢ kontaminacji probki komorka-
mi matki oraz ryzyko wystapienia mozaicyzmu [7]. Dodatkowo
przyczyniaja si¢ do tego trudnosci w uzyskiwaniu preparatow
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z metody bezposredniej (krotkiej hodowli), niewielka ilo$¢ meta-
faz oraz ich niska jako$¢. Cytogenetycznie niejednoznaczne wy-
niki, spowodowane kontaminacja materiatu komorkami matczy-
nymi lub mozaicyzmem zaleznym od hodowli wystepuja duzo
czeseiej po CVS niz po amniopunkcji i stanowig wskazanie do
dalszej diagnostyki [2].

W literaturze podaje sig, ze czgstos¢ wystgpowania mozaicy-
zmu w hodowlach z trofoblastu wynosi od 0,5% do 1,7%. Bada-
nia przeprowadzone przez Department of Obstetrics and Gine-
cology w Bangkoku wykazaty, ze wspotczynnik doktadnosci dla
kariotypow oznaczanych z biopsji kosmoéwki wynosi 97,5% . Na
jego warto$¢ maja wptyw m.in. kontaminacja komérkami matki,
niezgodnosci kariotypu ptodu z kariotypem tozyska, a takze nie-
udane hodowle [2]. Dla poréwnania ten sam wspotczynnik, dla
amniopunkcji wyliczony zostat na ponad 99,4% [12].

W naszej placowce w latach 2007-2010 stwierdzono 34
(12,9%) przypadki, w ktorych uzyskano trudne do interpretacji
wyniki z krotkiej i dlugiej hodowli. Pozostate wyniki, nie bu-
dzace watpliwosci diagnostycznych, stanowity 87,1 % wynikow
uzyskanych po CVS.

W przedstawionych w tabeli IV wynikach, zjawisko konta-
minacji probki komérkami matki mozna jednoznacznie stwier-
dzi¢ jedynie w przypadku nr 1 i 2. W 23 przypadkach rowniez
mogto dojs¢ do kontaminacji probki komoérkami matki (nr 3-5,
12-14 w tab. IV), ale istnieja tez inne mozliwe przyczyny roz-
biezno$ci wynikoéw z krétkiej 1 dlugiej hodowli. Uzyskanie fal-
szywie nieprawidtowego (nr 3, 4 w tab. IV) lub falszywie prawi-
dlowego wyniku (nr 6 -14 w tab. IV) mogto by¢ spowodowane
zla jako$cia uzyskanych metafaz. Kolejna mozliwa przyczyna
rozbieznosci wynikow jest mozaicyzm (nr 3-5, 6-11 w tab. IV).
W swoich badaniach Kennerknecht i wsp. podaja, ze ryzyko uzy-
skania falszywie prawidlowego wyniku wynosi odpowiednio:
1,6% w oparciu o dhuga i krotka hodowle oraz 4,9% w oparciu
tylko o krotka hodowle [11].

W NZOZ Genom na 290 przeprowadzonych biopsji ko-
smowki uzyskano 264 wyniki (91 %), a w 26 przypadkach (9%),
z roznych przyczyn, nie udato si¢ uzyska¢ wyniku. Podobny pro-
cent wydanych wynikow (91,45%) uzyskali Zhang L. i wsp.[10].

Glowna zaleta CVS jest mozliwo$¢ wezesnego rozpoznania
u ptodu aberracji chromosomowych lub choroby monogenowej
(badania molekularne). Pozwala to na podjgcie decyzji co do dal-
szego prowadzenia cigzy lub jej zakonczenia w uzasadnionych
przypadkach [2,13]. Nalezy rozwazy¢ czy kierowaé pacjentki
na wykonanie biopsji kosmowki ze wzgledu na wiek lub niepra-
widlowy wynik badan biochemicznych, gdyz w takich przypad-
kach uzyskujemy niewielki odsetek nieprawidtowych wynikow.

Whioski

Na podstawie doswiadczen wilasnych i danych literaturo-
wych istotne wydaja si¢ by¢ wskazania:
1. nieprawidlowy obraz USG ptodu,
2. konieczno$¢ uzyskania materiatu od diagnostyki moleku-
larnej (podejrzenie choroby monogenowej),
3. koniecznos¢ wezesnego poznania piei (dalsza diagnosty-
ka w kierunku chorob sprzezonych z picia).

Z najnowszych badan wynika, ze ryzyko utraty ciazy w przy-
padku biopsji kosmowki i amniopunkcji jest zblizone, ale za-
lezy w duzym stopniu od ilo§ci wykonywanych przez osrodek
zabiegow 1 dos§wiadczenia lekarza wykonujacego zabieg [5, 14].
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Decyzja o wykonaniu biopsji kosméwki powinna uwzglgdniac
mozliwos$¢ uzyskania nie w pelni informacyjnego wyniku, ktory
powinien by¢ zweryfikowany badaniem kariotypu z amniocy-
tow, co wiaze si¢ z wykonaniem amniopunkcji [10].
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