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Analiza cytogenetyczna biopsji kosmowki
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Chorionic Villus Sampling in cytogenetic analysis
— disadvantages and advantages
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Streszczenie
Biopsja kosmowki (CVS) jest wykorzystywana w diagnostyce prenatalnej. Daje mozliwosc wykrycia zaburzen
genetycznych pfodu.
Jej zalety to: mozliwosc wykonywana zabiegu w pierwszym trymestrze cigzy, stosunkowo krotki czas oczekiwania
na wynik, ryzyko poronienia takie jak po amniopunkcji.
Wadami metody sg. trudna analiza cytogenetyczna, moZliwos¢ kontaminacji materiatu biopsyjnego komorkami
matki, ryzyko wystgpienia mozaiki. Wykonanie biopsji kosmowki zawsze powinno by¢ podyktowane odpowiednim
wskazaniem.

Stowa kluczowe: diagnostyka prenatalna / biopsja kosméwki / mozaicyzm
mozaicyzm ograniczony do lozyska

Abstract
Chorionic villus sampling is used in prenatal diagnosis, enabling to detect fetal genetic abnormalities.
Its advantages include the possibility of performing the procedure during the first trimester of pregnancy, relatively
fast result, risk of miscarriage comparable to that in case of amniocentesis.
The disadvantages of this method are: difficult cytogenetic analysis, the possibility of contamination with maternal
cells and the risk of mosaicism. There should always be a valid indication to perform the CVS procedure.
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Biopsja kosmowki (CVS — Chorionic Villus Sampling) jest
inwazyjnym badaniem wykonywanym w ramach diagnostyki
prenatalnej. Daje mozliwo$¢ wykrycia nieprawidtowosci gene-
tycznych przez zastosowanie analizy cytogenetycznej, moleku-
larnej, a takze biochemicznej pobranego materiatu [1]. Metoda
ta umozliwia oznaczenie nieprawidlowos$ci genetycznych juz
w pierwszym trymestrze cigzy dlatego jest rutynowo propono-
wang technika dla kobiet o podwyzszonym ryzyku wystapienia
u ptodu choroby genetycznej [2, 3, 4]. Wykonanie biopsji kos-
mowki nalezy rozwazy¢ w przypadku: stwierdzenia nieprawid-
towego wyniku badan nieinwazyjnych (USG i biochemiczne te-
sty przesiewowe), urodzenia przez pacjentke dziecka z mnogimi
wadami rozwojowymi lub aberracja chromosomowa, nosiciel-
stwa mutacji genetycznej lub aberracji chromosomowej przez
ktoregos z rodzicow, a takze u kobiet cigzarnych powyzej 35
roku zycia, ze wzgledu na wigksze ryzyko, w stosunku do popu-
lacyjnego, wystapienia aneuploidii u ptodu [5, 6, 7]. Mozliwos¢
tak wczesnej diagnostyki wielu zaburzen genetycznych ptodu
skraca czas niepokoju rodzicow w oczekiwaniu na badanie i jego
wynik. Daje mozliwo$¢ uniknigcia komplikacji natury psychicz-
nej i medycznej w przypadku nieprawidtowego wyniku badania
i podjecia decyzji o przerwaniu ciazy [1, 8, 9, 10].

Techniki wykonywania biopsji kosmowki
oraz zwigzane z tym ryzyko

Pierwsza biopsjg kosméwki, w celu okreslenia nieprawidto-
wosci chromosomowych ptodu, przeprowadzit Kullander i San-
dahl w latach siedemdziesiatych ubiegtego wieku [5]. W latach
1983-1992 wykonano ponad 80000 biopsji trofoblastu, a do 1996
roku ponad 200000 [1, 10, 12]. Poczatkowo kosmki pobierane
byty przezszyjkowo. Za pomoca gigtkiego cewnika wprowadzo-
nego przez szyjk¢ macicy stopniowo zasysano odpowiednig ilos¢
materialu. Od 1984 roku zaczgla rozwijaé sig alternatywna me-
toda, pobierania kosmowki przez powloki brzuszne pod kontrola
USG. W technice tej wykorzystuje si¢ sztywna igle o srednicy
1,5mm, ktora wprowadza si¢ przez powloki brzuszne do rozwi-
jajacego sig tozyska [1]. Pobieranie kosmkow ta metoda zmniej-
szylo ryzyko infekcji i stato si¢ bardziej akceptowane przez
pacjentki, przyczyniajac si¢ tym samym do znacznego wzrostu
liczby wykonywanych zabiegow [1, 11].

Biopsja kosmowki, jak kazda inwazyjna metoda prenatalna,
niesie rowniez ryzyko poronienia, ktore na przestrzeni lat ulegato
zmianie. W latach 1983-2003 wynosito okoto 3%. W kolejnych
latach zmniejszyto si¢ do ok. 1,9%. Obecnie stwierdza sig, ze jest
takie jak po amniopunkcji -1% [9, 11, 13, 14, 15]. Zaobserwo-
wano takze, ze ryzyko poronienia jest odwrotnie proporcjonalne
do ilo$ci wykonywanych zabiegdw w danym o$rodku i zalezy od
umiejetnosci osoby wykonujacej zabieg [4, 11]. Wieloletnie ba-
dania i obserwacje wykazatly, ze biopsja kosmoéwki wykonywana
przed10 tygodniem ciazy wiaze si¢ z ryzykiem uszkodzenia kon-
czyn (brak czegsci lub catych palcow dloni i stop) oraz zespotu
niedorozwoju ust i zuchwy u ptodu [4, 10, 12, 13, 14, 16, 17].
Przyczyna wystapienia tych wad jest prawdopodobnie pojawie-
nie si¢ miejscowych zaburzen krazenia i procesy zakrzepowe [4,
10, 16, 17]. Dowiedziono rowniez, ze biopsja kosméwki wyko-
nana powyzej 11 tygodnia ciazy nie zwigksza ryzyka uszkodzen
konczyn ptodu. W zwiazku z tym biopsja kosmowki powinna
by¢ wykonywana migdzy 11-13 tygodniem ciazy zgodnie z zale-
ceniami FMF (Fetal Medicine Foundation) [14, 18].
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Cytogenetyczna diagnostyka kosmkow
kosmowki

W badaniu kosmkow mozna zastosowac roézne techniki diag-
nostyczne: analiz¢ DNA w przypadku chor6b monogenowych,
badania biochemiczne w przypadku podejrzenia metabolicznych
zaburzen, takich jak: fenyloketonuria, talasemia, mukopolisa-
charydozy, a takze analiz¢ kariotypu w celu wykluczenia aber-
racji chromosomowych wykorzystujac klasyczne i molekularne
metody cytogenetyczne [19, 20].

Uzyskanie wyniku badania cytogenetycznego zalezy w du-
zej mierze od iloci i jako$ci pobranych kosmkow [8, 21]. Ma-
terial prawidlowo pobrany, dostarcza wynikow diagnostycznych
w 99% przypadkow [6]. Za wystarczajaca ilo$¢ uwaza sig¢ 20mg
kosmkéw pobranych z obszaru kosmowki kosmatej [7, 8, 21,
22]. Pobrany materiat zostaje poddany oczyszczeniu z fragmen-
tow matczynych tkanek i rozdzielony na dwie czgsci. Pierwsza
poddaje si¢ tzw. metodzie bezposredniej (short term culture).
W tej metodzie chromosomy do analizy uzyskuje si¢ z komoérek
uwolnionych z cytotrofoblastu, spontanicznie dzielacych sig in
vivo. Wynik otrzymuje si¢ w przeciagu 2 dni [3, 5, 21, 24]. Jest
to mozliwe dzigki duzej aktywnos$ci mitotycznej cytotrofoblastu,
zastosowaniu kolcemidu oraz specjalnego urzadzenia rozpraso-
wujacego komorki na szkietku [8, 21, 23]. W metodzie tej uzy-
skuje si¢ mata ilo$¢ metafaz, stabe rozproszenie chromosomow
w metafazie oraz slabe wybarwienie i niska rozdzielczo$¢ praz-
kowania chromosomoéw [8, 24].

Druga cz¢$¢ kosmkow poddaje sig tzw. metodzie hodowla-
nej (long term culture), polegajacej na hodowli trofoblastu w in-
kubatorze [23]. W trakcie hodowli podziatom ulegaja komorki
mezenchymy pozazarodkowej. Dzigki tej metodzie otrzymuje
si¢ wigksza liczbg metafaz, w ktorych chromosomy sg lepiej wy-
barwione i wykazuja wyzsza rozdzielczo$¢ prazkowania. Wynik
otrzymuje si¢ po okoto 2-3 tygodniach. Trudnosci interpretacyj-
ne w tej metodzie wiaza si¢ z obecnoscia domieszki komodrek
matczynych, ulegajacych podziatom w trakcie trwania hodowli.
W przypadku bezposredniej metody ten problem nie wystepuje,
poniewaz komorki pochodzace z matczynej czgsci tozyska nie
dziela si¢ in vivo [5, 8, 21].

Problemy diagnostyczne w biopsji
kosmowki

Cytogenetyczna analiza kariotypow uzyskanych z biopsji
kosmowki, szczegdlnie z metody bezposredniej, jest znacznie
trudniejsza niz w przypadku amniopunkcji. Wymaga duzo wigk-
szego doswiadczenia w analizie chromosoméw. Uzyskiwane
chromosomy sg bardzo krotkie czgsto nachodzace na siebie i sta-
bo wyprazkowane [24, 25]. W przypadku krotkiej metody nie
jest mozliwe wykrycie malych translokacji, delecji lub duplika-
cji. Zaobserwowa¢ mozna jedynie zmiany liczby chromosomow
[26]. W przeciwienstwie do metody hodowlanej nie wystgpuje tu
ryzyko oznaczenia kariotypu matki [5, 8, 24].

Dluga hodowla umozliwia uzyskanie wigkszej liczby me-
tafaz z chromosomami o jakosci pozwalajacej wykry¢ nie tylko
aneuploidie lecz takze aberracje strukturalne (np. translokacje i
delecje). Istnieje jednak ryzyko kontaminacji probki komorka-
mi matki [24]. W przypadku gdy z dtugiej hodowli otrzymano
kariotyp meski (46,XY), badz nieprawidlowy kariotyp zenski
(np. 47,XX,+21) oczywiste jest, ze badano komorki trofoblastu.
Gdy otrzymany wynik jest prawidlowym kariotypem zenskim
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Tabela |. Wady i zalety biopsji kosmowki.

Wady CVS

Zalety CVS

Trudna analiza cytogenetyczna

Mozliwos$¢ wykonania w | trymestrze cigzy

Ryzyko wystgpienia mozaicyzmu

Krotki czas oczekiwania na wynik

Kontaminacja materiatu komérkami matki

Ryzyko poronienia takie samo jak przy amniopunkcji

Mozliwos¢ okreslenia tylko aberracji liczbowych w krotkiej
metodzie

Mozliwos¢ zbadania kariotypu i DNA w przypadku
matowodzia lub bezwodzia

Konieczno$¢ wykonania amniopunkcji w przypadku
pojawienia sie mozaiki

Szybsze otrzymanie wyniku badania molekularnego niz po
amniopunkgiji

Wieksze ryzyko nieprawidtowej interpretacji wyniku

(46,XX), istnieje prawdopodobienstwo, ze analizowano komorki
pochodzace od matki [5]. Wiaze si¢ to z obecnoscia komorek
matczynych w materiale biopsyjnym. Komorki te wykazuja duza
aktywno$¢ mitotyczng i szybki wzrost w hodowli [8]. Przypusz-
cza sig, ze czgstos¢ wzrostu w hodowli komorek matki wynosi
4-8% [7]. W zwiazku z wystgpowaniem tych probleméw zaleca-
ne jest przeprowadzanie obu metod diagnostycznych w kazdej
biopsji kosméwki [5]. Kontaminacja materialu biopsyjnego ko-
morkami matki nie pozostaje bez znaczenia w przypadku badan
biochemicznych jak i molekularnych [5, 20].

Przy ocenie kariotypu ptodu w komorkach trofoblastu pod-
stawowym problemem diagnostycznym jest ryzyko wystapienia
mozaicyzmu. Jest to obecnos¢ dwoch lub wigeej linii komoérko-
wych o roznym kariotypie u jednego osobnika powstatego z po-
jedynczej zygoty [27, 28, 29, 30].

Kariotyp mozaikowy wystepuje czgéciej w biopsji kos-
mowki (w obu metodach) niz w amniopunkcji [2, 24]. W cy-
togenetycznych badaniach prenatalnych przeprowadzanych na
komorkach trofoblastu oczekuje sig, ze zaobserwowana zmiana
chromosomowa jest obecna zaréwno u ptodu jak i w tozysku po-
niewaz rozwijaja si¢ one z tej samej zygoty [31].

Biopsja kosmowki jest badaniem, w ktorym cytogenetycz-
nej analizie poddaje si¢ komorki cytotrofoblastu i mezenchymy
pozazarodkowej, nie bedace komorkami ptodu. Zdarza si¢ wige,
ze kariotyp oznaczony w komorkach trofoblastu nie odpowiada
kariotypowi ptodu [3, 8, 27, 32]. Stopien niezgodnosci zalezy od
tego, na ktérym etapie embriogenezy doszto do nondysjunkc;ji
chromosomoéw [7, 27, 28].

Jezeli btad w podziale komorki pojawi si¢ tuz po zaptod-
nieniu, mozaicyzm moze obejmowacé zaréwno tkanki ptodu jak
i tozysko. Kiedy btad pojawi si¢ w pdzniejszym stadium rozwoju
zarodka, komorki z nieprawidlowym kariotypem moga wystepo-
wac tylko w tozysku lub tylko w tkankach ptodu. Niezgodnosc
ta moze przyjmowac skrajng postaé, w ktorej kariotyp uzyskany
z biopsji kosmowki jest niemozaikowy lecz catkowicie odmien-
ny od kariotypu ptodu [27, 28]. Opisane powyzej zaleznosci
przedstawia rycina 1.

Obserwuje sig, ze w okoto 1-2% zywych ciaz badanych za
pomoca CVS, aberracja chromosomowa jest ograniczona do to-
zyska. Zjawisko to jest okreslane jako mozaicyzm ograniczony
do tozyska (CPM — Confinied Placenta Mozaicizm) [31].
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Mozaicyzm ograniczony do tozyska nie wskazuje na nie-
prawidtowy Kkariotyp ptodu, moze by¢ zwiazany z opodznie-
niem wzrostu wewnatrzmacicznego i poronieniem. Przyczyna
jest patologiczny rozwdj tozyska [24, 33, 34, 35]. Mozaicyzm
moze dotyczy¢ monosomii chromosomow plci, trisomii chro-
mosomow, aberracji strukturalnych, markeréw oraz poliploidii.
W mozaice najczgsciej spotykane sa aneuploidie chromosomow
[29]. W przypadku wykrycia mozaicyzmu w biopsji kosmowki
konieczne jest wykonanie kontrolnej amniopunkcji [2, 6, 7, 8,
24].

Podsumowanie — wady i zalety
wykonywania biopsji kosmoéwki

Zaleta biopsji kosmoéwki jest: mozliwo§¢ wykonywania
w pierwszym trymestrze ciazy [6, 9], krotki czas oczekiwania
na wynik — od 2 dni (bezposrednia metoda) do 2-3 tygodni (me-
toda hodowlana) [5, 21], skrocenie czasu niepokoju rodzicow
o stan zdrowia ptodu, udzielenie odpowiedniej opieki lekarskiej
w trakcie trwania ciazy i po porodzie, a takze przerwanie cigzy
niosace mniejsze ryzyko powiktan dla pacjentki [8, 9, 19]. Bio-
psja kosmowki wykonywana przez do§wiadczonego lekarza nie
niesie ze soba wyzszego ryzyka poronienia niz amniopunkcja [1,
9, 11]. Metoda ta umozliwia zbadanie kariotypu i DNA plodu
w przypadku matowodzia lub bezwodzia gdy wykonanie amnio-
punkcji nie jest mozliwe, dlatego przeprowadza si¢ trudniejsza,
ze wzgledu na sztywno$¢ kosmkow, biopsje kosmowki w dru-
gim lub trzecim trymestrze ciazy. Badanie to pozwala takze na
szybsze otrzymanie wyniku badania molekularnego DNA niz po
amniopunkcji [20].

Wada metody jest znacznie trudniejsza analiza cytogene-
tyczna i zwigkszone ryzyko ztej interpretacji wyniku, a w przy-
padku krotkiej metody mozliwos¢ okreslenia tylko liczbowych
aberracji chromosomow [24, 26]. Trudno$ci diagnostyczne spra-
wia takze kontaminacja materiatu biopsyjnego komoérkami matki
oraz mozliwo$¢ wystapienia mozaiki lub catkowitej niezgodno-
$ci kariotypu ptodu z kariotypem badanych komoérek tozyska
[8, 27, 28]. W tych przypadkach w celu weryfikacji uzyskanych
wynikoéw konieczne jest wykonanie amniopunkcji co zwigksza
ryzyko poronienia oraz catkowity koszt badania. Znacznie wy-
dhuza takze czas oczekiwania na ostateczny wynik kariotypu pto-
du [10]. Powyzsze wady i zalety zestawiono w tabeli 1.
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Rycina 1. Stopien niezgodnosci kariotypu ptodu i kosmowki w zaleznosci od etapu embriogenezy, w ktorym wystapit btad [28].

Biopsja kosmowki jest jedyna inwazyjna metoda mozliwa
do zastosowania w pierwszym trymestrze ciazy, dlatego dostar-
czenie rzetelnych informacji o ryzyku poronienia, o trudnoséciach
diagnostycznych, o czasie oczekiwania na wynik jest wazne
w podejmowaniu decyzji o wykonaniu badania inwazyjnego
i wyboru odpowiedniej metody [36, 37].

W przeprowadzanych badaniach wykazano, ze najwyzszy
procent nieprawidtlowych wynikow z biopsji kosmowki otrzy-
mywano gdy wskazaniem do wykonania badania byt obciazo-
ny wywiad genetyczny (okoto 68%) lub nieprawidtowe badanie
ultrasonograficzne ptodu (okoto 12%). Znacznie mniej niepra-
widtowosci chromosomowych wykrywano gdy badanie wyko-
nywano kierujac si¢ wiekiem pacjentki (okoto 4,5%) lub tylko
nieprawidlowym wynikiem badan biochemicznych, przy pra-
widlowym USG (okoto 1,5%) [4].

Uwzgledniajac powyzsze badania statystyczne oraz wymie-
nione wady i zalety CVS wybor tej metody diagnostycznej powi-
nien by¢ zawsze podyktowany odpowiednim wskazaniem.
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