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Czy nowa technika kariotypowania
molekularnego BACs-on-Beads™ zastapi
klasyczna cytogenetyczng diagnostyke
prenatalng? Wyniki wstepne

Will the new molecular karyotyping BACs-on-Beads™ technique replace

the traditional cytogenetic prenatal diagnostics? Preliminary reports
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Samodzielna Pracownia Cytogenetyki Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie, Polska

Streszczenie

Wstep: W ostatnich latach podjeto proby wprowadzenia do diagnostyki prenatalnej technik — cytogenetyki
molekularnej. Mogg one byc¢ stosowane do diagnostyki aneuploidii, jednak przede wszystkim, powinny byc
wykorzystane do diagnozowania mikroaberracji, ktdre nie ujawniajg sie w rutynowym kariotypowaniu amniocytow

Z powodu jego niskigj rozdzielczosci.

Cel pracy: Celem pracy byta wstepna ocena nowej metody BACs-on-Beads (BoBs) przeznaczonej do szybkiego

wykrywania wybranych delecji i duplikacji w obrebie badanego DNA w inwazyjnej diagnostyce prenatalnej.

Materiat i metoda: Przeprowadzono diagnostyke prenatalng przy jednoczesnym uzyciu techniki BoBs i techniki

klasycznej w 54 cigzach.
Wyniki: Metoda wykazata petng zgodnosc¢ z rutynowymi technikami w 98,2%.

Wykazano, ze gtdwnag zaletg techniki BoBs jest mozliwos¢ bardzo szybkiego wykonania badania, przy znacznie

rozszerzonym profilu diagnostycznym.

Whnioski: W odréznieniu od innych proponowanych prenatalnie technik kariotypowania molekularnego, metoda

BoBs charakteryzuje sie nizszym kosztem i poziomem komplikacji stosowanej aparatury.

Przypuszczamy, ze metoda ta zastgpi klasyczne metody cytogenetyczne w rutynowej diagnostyce prenatalnej.
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Summary

Recently several attempts have been made to introduce molecular karyotyping techniques into prenatal diagnosis.
These methods can be used not only for the diagnosis of classical aneuploidies, but first of all they should be
employed in the diagnostics of microaberrations, which are not revealed by low resolution methods of classical
cytogenetics.

The new method BACs-on-Beads is designed for quick detection of broad panel of aneuploidies and microdeletions,
by the specified detection of deletions and duplications in the examined fetal DNA acquired from amniocytes. Prenatal
diagnostics was performed with the use of BACs-on-Beads and classical amniocyte karyotyping simultaneously in
a group of 54 pregnancies. This new method proved to be fully compatible with typical karyotyping in cultures of
amniocytes in 98,2%.

It was confirmed that the main advantage of this method is the possibility of quick diagnosis, within 48 hours, with
much wider spectrum of detected anomalies when compared to classical methods. Contrary to other molecular
karyotyping methods, the BACs-on-Beads technique is more economical, less time consuming and less complex
equipment is needed than in case of other methods. We suppose that this technique can replace classical
karyotyping methods in the near future.

Key words: molecular kariotyping / prenatal diagnosis / microaberrations

Wstep

Od lat siedemdziesigtych ubieglego wieku, standardem
w diagnostyce prenatalnej jest klasyczna ocena kariotypu z ho-
dowli komorkowych (trofoblastu, amniocytéw) pozwalajaca
wykry¢ aneuploidie oraz duze rearanzacje strukturalne chromo-
SOMOW.

W ostatnich latach podjgto proby wprowadzenia do diag-
nostyki prenatalnej technik cytogenetyki molekularnej (TCM),
takich jak FISH (Fluorescence in situ Hybridisation), RT-PCR
(Real Time Polimerase Chain Reaction), MLPA Multiplex Liga-
tion Dependent Probe Aplication) lub — najdoktadniejszy array
CGH (Comparative Genom Hybridisation) [1, 2, 3,4, 5].

Moga one by¢ stosowane do diagnostyki aneuploidii, jednak
powinny by¢ wykorzystane zwlaszcza do diagnozowania mikro-
aberracji, ktore nie ujawniaja si¢ zazwyczaj w rutynowym kario-
typowaniu amniocytow, z powodu niskiej rozdzielczosci. Meto-
dy TCM pozwalaja znacznie skroci¢ czas uzyskania wyniku (np.
rapid FISH w interfazie), jednak wymagaja wyspecjalizowanego
laboratorium z unikalnym sprzg¢tem. Jednoczesnie jako badania
celowane, pozwalaja potwierdzi¢/wykluczy¢ wstgpnie podejrze-
wang patologi¢. W sytuacji koniecznosci kolejnego weryfikowa-
nia kilku mozliwych aberracji, sa wysoce kosztowne.

W niektorych krajach badania typu rapid FISH sa standar-
dem w rutynowej diagnostyce prenatalnej, pozwalajacym w cza-
sie 48 godzin uzyskac jednoczesnie oceng aneuploidii chromoso-
mow 13, 18, 21, X/Y, ktore stanowia jednak jedynie okoto 70%
wszystkich niezrownowazen u ptodow [6, 7].

Istnieje dobrze opracowany i powszechnie stosowany algo-
rytm wezesnego wykrywania aneuploidii w oparciu o przesiewo-
we badania USG i biochemiczne w I trymestrze ciazy [8]. Brak
jednak schematu diagnostycznego dla mikrodelecji (MD), pomi-
mo dobrze poznanych zmian postnatalnych i ich wykrycie pre-
natalne zazwyczaj bywa przypadkowe [9]. Wiele zespotow mi-
krodelecyjnych, jak np. Zespot Wolfa-Hirshchorna (WHS) moze
ujawni¢ si¢ w formie zmian niespecyficznych i dopiero w III
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trymestrze: [TUGR, matowodzie, rzadka wada stozka t¢tniczego
serca lub zmiany w mézgu. Podejrzewany zespot mikroaberracji
mozna potwierdzi¢ jedynie badaniem ukierunkowanym prana-
talnie lub, najczesciej — postnatalnie. Kariotyp z typowa niska
rozdzielczo$cia, uzyskana w badaniu amniocytéw zazwyczaj jest
»prawidtlowy”, a dodatkowe badanie FISH, przy objawach nie-
specyficznych, nie zawsze wlasciwie dobrane.

Najdoktadniejszym badaniem TCM, mozliwym do zastoso-
wania w diagnostyce prenatalnej jest mikroarray-CGH, jednak-
ze w praktyce metoda ta wdrazana jest bardzo rzadko z uwagi
na ograniczong dostgpnos¢ aparatury, bardzo wysokie koszty
i konieczno$¢ udziatu wysoce specjalistycznego personelu [10,
11]. Wskazaniami do zastosowania tej metody moga by¢ niecha-
rakterystyczne malformacje u ptodu, nieswoiste i nie dajace si¢
przyporzadkowac typowym aberracjom, gdy kariotyp ptodu jest
prawidlowy. Zaproponowano wskazania dla poszukiwania mi-
kroaberracji z wykorzystaniemi aCGH w postgpowaniu diagno-
stycznym postnatalnym, w ktérym objawem osiowym jest opoz-
nienie umystowe i jedynie minimalne cechy dysmorfii; kryteriow
takich nie da si¢ obecnie zastosowac u ptodu.

Ponadto, precyzyjne badanie a-CGH moze ujawnié rearan-
zacje genomu o nieznanym, by¢ moze wcale nie-chorobowym
znaczeniu. Czgsty brak mozliwosci jednoznacznego przetozenia
zmiany w DNA u plodu na skutki kliniczne u przysztego dziecka
(korelacja genotyp — fenotyp), nie pozwolito uzyska¢ dla aCGH
statusu badania rekomendowanego w rutynowej diagnostyce pre-
natalnej zarobwno w Europie jak i w Ameryce [12, 13].

Problemy te w znacznym stopniu rozwiazuje wprowadzona
przez firmg Perkin-Elmer w 2010 roku nowa technika kariotypo-
wania molekularnego BACs-on-BEADs™ (BoBs), ktora charak-
teryzuje si¢ znacznie wigksza mozliwoscia szybkiej jednoczaso-
wej oceny wystgpowania najczesciej poszukiwanych aneuploidi,
9 klasycznych mikrodelecji, a ostatnio takze aberracji subtelome-
rowych (ST) i okolocentromerowych wszystkich 46 chromoso-
mow [14, 15].
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Charakerystyka metody BACs-on-BEADsTM

BoBs przeznaczony jest do szybkiego wykrywania okreslo-
nych delecji i duplikacji w obrgbie badanego DNA. Technologia
ta wykorzystuje sondy DNA uzyskane ze sztucznych chromoso-
mow bakteryjnych (Bacterial Artificial Chromosomes — BACs),
ktore sa oplaszczone na polistyrenowych mikrokulkach (—on-
Beads). Odpowiednie zestawy sa przygotowane w formie paneli.
Nastgpnie wzorcowy 1 badany DNA poddany jest hybrydyzacji
z sondami na powierzeni kulek. Hybrydyzacja badanego DNA
ptodowego (lub jej brak) jest wykrywana w mikrokapilarze apa-
ratu, w ktérym ocenia si¢ za pomoca lasera dwa rézne znakujace
barwniki. Intensywnos¢ ich §wiecenia zalezna jest od wystapie-
nia i poziomu hybrydyzacji.

Jednorazowo stosowanych jest po pig¢ markerow przezna-
czonych do wykrywania kazdej z aneuploidii chromosoméw 13,
18, 21, X i Y (miejsca krytyczne) oraz od 4 do 8 niezaleznych
markerow dla 9 mikrodelecji, co daje taczna liczbg 80 analizo-
wanych regionow DNA. (Tabela I).

Tabela I. Zakres diagnostyczny metody BACs-on-BEADs™.

Lokalizacja . . Liczl?a
chromosomowa Oceniany zespot klonow
w panelu
13 Patau 5
18 Edwards 5
21 Down 5
X Turner etc. 5
Y Klinefelter's etc. 5
22q11.2 DiGeorge | 4>
10p14 DiGeorge Il 4*
7911.23 Williams-Beuren O
15q11.2 Prader-Willi Angelman 7
17p11.2 Smith-Magenis 4*
4p16.3 Wolf-Hirschhorn 5*
5p15 Cri du Chat 8*
8q24 Langer-Giedion 7
17p13.3 Miller-Dieker 6*
Dodatkowo:

46 aberracji subtelomerowych ramion p i g*,

46 aberracji okotocentromerowych ramion p i g*

*- Zespoty dotychczas nie identyfikowane w rutynowej diagnostyce
prenatalnej.

Kryteriami, ktére zdecydowaly o wiaczeniu danej mikrode-
lecji do panelu badan byty:

1. Relatywnie czgste wystgpowanie u noworodkow (kazda

srednio 1:4000).

2. Znaczna $miertelnos¢.
. Lagodne, niespecyficzne markery USG.
4. Jasno wyrazona korelacja genotyp-fenotyp oraz znana

historia naturalna choroby.

w
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Sposrod wiaczonych do panelu mikrodelecji jedynie de-
tekcja zespolu Pradera-Willego (PWS) wynosi 70% wszystkich
przypadkow, co wynika z mozliwych réznych mechanizmow
(takze mutacje punktowe, defekty metylacji) powodujacych ten
zespot.

Lacznie szacowana czgsto$¢ wystgpowania wszystkich ba-
danych metoda BoBs zmian (bez aberracji subtelomerowych
i okotocentromerowych) u ptodéw wynosi 1:1700 niezaleznie od
wieku cigzarnej [14].

Najtrudniejszym etapem badania jest izolacja DNA z nie-
wielkiej dostgpnej ilosci amniocytow. Wystarczajace dla uzy-
skania wyniku jest posiadanie 50ng genomowego DNA ptodu.
Uzyskanie wystarczajacej probki DNA jest mozliwe tylko pod
warunkiem odpowiedniej ilo§ci dostarczonego materiatu ptodo-
wego, zbyt mala objgtos¢ probki moze uniemozliwi¢ uzyskanie
wyniku.

Metoda BoBs pozwala na okres§lenie obecnosci wymienio-
nych aberracji chromosomowych w czasie 48 godzin od pobrania
wod ptodowych, fragmentu kosmka Iub krwi pgpowinowe;j.

Celem sprawdzenia warto$ci tej metody postanowilismy
przeprowadzi¢ diagnostyke prenatalng przy jednoczesnym uzy-
ciu techniki BoBs i rutynowej hodowli komoérek ptodu.

Materiat i metoda

Material badany stanowity komoérki z ptynu owodniowego,
CVS i kordocentezy. Z czg$ci materiatu izolowano DNA plodo-
we, jednocze$nie amniocyty, trofoblast i limfocyty poddawano
klasycznej hodowli komoérkowej do oceny genetyczne;j.

W kazdej badanej probce wykonywano rutynowo wykrywa-
nie mozliwej obecnosci krwi matczynej testem APT [16].

Badania przeprowadzono u 54 pacjentek w okresie
01.01.2011-30.09.2011, zakwalifikowanych na podstawie typo-
wych wskazan do procedury prenatalnej diagnostyki inwazyjne;.
Byly to:

— podwyzszone ryzyko (<1:250) w teScie przesiewowym

I trymestru niezaleznie od wieku,

— obecno$¢ niecharakterystycznych ultrasonograficznych

markeréw niezaleznie od wyniku testu przesiewowego.

Lacznie ze wskazan testu przesiewowego przeprowadzono
31 badan, ze wskazan jedynie ultrasonograficznych przeprowa-
dzono 23 badania.

DNA izolowano metoda kolumienkowa za pomoca zestawu
odczynnikow QIAamp Mini Kit (QIAGEN). Badang probke, jak
i probke referencyjng znakowano przez enzymatyczne wilacze-
nie biotynylowanych nukleotydow, a nastgpnie oczyszczano przy
uzyciu zestawu Pure Link PCR Purification Kit (Invitrogen).

Wyznakowane i oczyszczone DNA hybrydyzowano przez 20
godzin z mieszaning mikrokulek BoBs. Po zakonczeniu hybry-
dyzacji, tak przygotowana mieszaning odptukiwano, a nastgpnie
inkubowano z reporterowym koniugatem streptawidyny-fitoe-
rytryny, wiazacym si¢ z biotynylowanym DNA. Po ponownym
oczyszczeniu materiatu przeprowadzano pomiar intensywnosci
sygnatu $wiadczacego o wystapieniu lub braku hybrydyzacji
w kapilarze aparatu Luminex (Luminex Corporation) za pomo-
ca 2 niezaleznych laseréw dla $wiatta zielonego i czerwonego,
o dtugosciach fali odpowiednio 635nm i 532nm.

Wynik w postaci graficznej uzyskiwano przy uzyciu opro-
gramowania BoBsoft analysis software. (Rycina 1).
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Uzyskane wyniki przyrownywano do wynikéw otrzyma-
nych u tych samych pacjentek technikami klasycznymi — kazda
pacjentka uzyskata taczny wynik z konsultacja genetyczna.

Dodatkowo, celem sprawdzenia precyzji wykrywania linii
mozaikowych wykonano w podobny sposob badanie przygoto-
wanych wczesniej DNA ,,sztucznych mozaik”, ktore uzyskiwa-
no przez odpowiednie ilo§ciowo zmieszanie znormalizowanego
DNA prawidlowego z DNA ptodu o potwierdzonej aneuploidii,
tak aby stgzenie dodanego DNA w ostatecznej mieszaninie wy-
nosito: 100%, 75%, 50%, 25%, 12,5% i 0%.

Wyniki

Badanie wykonano w 54 ciazach. Srednia wieku pacjentek
wynosila 31,7 lat, powyzej 35 roku zycia (podwyzszone ryzyko
a priori) — 18 pacjentek. Sredni wiek ciazowy wynosit 17,3 Hbd
(12,0-25,0).

Lacznie z 54 probek badanych, 4 nie nadawatly si¢ do ana-
lizy BoBs z powodu ztej jakosci DNA; w 1 przypadku byta to
mala ilo§¢ materiatu do izolacji DNA i w 3 przypadkach mocno
skrwawiony ptyn owodniowy, zatem wystapito 7,4% niepowo-
dzen procedury wynikajacych bezposrednio z nieprawidlowego

pobierania materialu, natomiast pacjentki te uzyskaty wynik
z technik klasycznych.

Badanym materiatem byto DNA amniocytéw z wod ptodo-
wych — 46 (85,2%), trofoblastu z CVS — 3 (5,6%), limfocytow
z kordocentezy — 5 (9,3%).

Nieprawidlowosci kariotypu stwierdzono w 29 ciazach
(52%). Stwierdzone nieprawidtowosci to: trisomie 13 =3 (7,7%),
trisomie 18 — 6 (23,1%), trisomie 21 — 14 (53,9%), monosomie
X — 4 (11,5%), mikrodelecje (WHS) — 1 (3,8%) oraz triploidia
69,XXY -1 (3,8%).

We wszystkich przypadkach wykazujacych nieprawidto-
wosci wystapita zgodnos¢ wynikéw uzyskanych technika BoBs
z hodowla komorkowa z wyjatkiem pojedynczego przypadku tri-
ploidii, ktorej badanie molekularne nie wykryto (1,9%).

Sredni czas uzyskania wyniku technika BoBs wynosit 48 go-
dzin, podczas gdy $redni czas technik klasycznych — 17 dni.

Weryfikacja badania mozaik wykazata, ze prog detekcji dla
trisomii 13 i 18 wynosit 50% domieszki DNA trisomicznego,
dla monosomi X wynosit 25% domieszki, dla trisomii 21-25%,
a'w 2 przypadkach nawet 12,5%.

18C1, 67 18p11 1,08 1,09 2.735-2.908
18C2, 68 18p11 1,10 1,13 13.989-14.143
18C3, 69 18912 0,98 1,00 30.827-30.986
18C4, 70 18q21 1,05 1,00 51.861-52.034
18C5, 73 18922 0,90 0,84 61.790-61.971 o«
21C1, 74 21922 1,30 1,25 32.208-32.373
21C2, 75 2122 1,20 1,25 34.661-34.820
21C3, 76 21q22 1,35 1,31 35.229-35.372
21C4, 77 21922 1,30 1,31 43.556-43.770
21C5, 78 21922 1,37 1,36 44.146-44.311
AUTO1, 55 2p12 0,98 0,95 78.305-78.456
AUTO2, 56 4p12 1,00 1,07 48.049-48.241
AUTO3, 57 6q14 0,98 1,00 78.576-78.751
AUTO4, 58 10p11 1,06 0,98 33.373-33.522
AUTOS, 59 12p13 1,00 1,02 11.529-11.740
AUTOS, 61 14g11 1,05 1,04 19.571-19.731
a)
WBS1, 43 7q11 1,12 1,07 72.598-72.717
WBS2, 44 7q11 1,07 0,97 72.640-72.819
WBS3, 45 7q11 1,02 0,91 73.048-73.146
WBS4, 46 7q11 1,06 0,97 73.146-73.291
WBS5, 47 7q11 1,06 0,95 73.500-73.639
WHS1, 48 4p16 0,73 0,73 1.467-1.677
WHS2, 49 4p16 0,79 0,73 1.595-1.785
WHS3, 53 4p16 0,79 0,69 1.705-1.918
WHS4, 99 4p16 0,79 0,78 1.850-2.043
WHS5, 54 4p16 0,74 0,69 2.127-2.322
XC1, 79 Xp22 1,02 1,45 6.958-7.137
XC2, 80 Xp22 0,96 1,47 10.699-10.763
XC3, 81 Xp21 0,99 1,39 37.368-37.555
XC4, 84 Xq13 1,08 1,50 73.303-73.450
XC5, 85 Xq27 1,00 1,53 146.757-146.960
b)

Rycina 1. Przyktady ostatecznych wynikow uzyskanych metodg BACs-on-BEADs™. a - Trisomia 21, b — Zespot Wolfa-Hirshchorna.
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Tabela 1. Wartosci progowe detekcji badanych mozaiek metoda BACs-on-BEADs™. xD — wykryta, ND — niewykryta

N trisomia 12,5% 25% 50% 75% 100%

4 T13 ND ND D D D

3 T18 ND ND D D D

5 T 21 ND/D D D D D

4 X0 ND D D D D
Dyskusja Dla trisomii 21 wykrywalno$é pewna uzyskano dla odsetka

Nasze obserwacje wykazaly, ze glowna zaleta techniki
BoBs jest mozliwos$¢ bardzo szybkiego wykonania badania, przy
znacznie rozszerzonym profilu diagnostycznym w stosunku do
techniki klasycznej.

Jednocze$nie metoda wykazata petna zgodno$¢ z metoda-
mi klasycznymi w 98,2%. Wyjatkiem byt przypadek poliploidii,
ktora nie moze by¢ wykryta ta technika, jednak w realnej diag-
nostyce poliploidia bytaby i tak odpowiednio wczeénie zidenty-
fikowana ze wzgledu na duze markery ultrasonograficzne. Brak
mozliwosci wykrycia poliploidii potwierdzit takze Vialard i wsp.
w jedynej jak dotychczas publikacji dotyczacej weryfikacji tech-
niki BoBs [14]. Byl to zatem jedyny wynik falszywie ujemny, na-
tomiast nie stwierdzono zadnego wyniku fatszywie dodatniego.

Najtrudniejszym etapem badania jest izolacja DNA z nie-
wielkiej dostgpnej ilosci amniocytow. Zgodnie z metodyka, wy-
starczajacq iloscia jest uzyskanie 50 ng genomowego DNA pto-
du. Nasze obserwacje wykazaly, ze wiarygodne rezultaty mozna
uzyska¢ postugujac si¢ znacznie mniejszymi ilo§ciami DNA,
anizeli zalecane. (Tabela II).

Koszty badania dla pojedynczej probki ksztattuja si¢ obec-
nie na poziomie okoto 1500 PLN i sa poréwnywalne z kosztem
klasycznego badania. Natomiast w odréznieniu od innych propo-
nowanych prenatalnie technik molekularnych, metoda BoBs cha-
rakteryzuje si¢ nizszym kosztem i mniejszym poziomem kompli-
kacji stosowanej aparatury, a zatem tatwiejsza obstuga. Technika
powstata z mys$la o przesiewowej diagnostyce prenatalnej, jed-
nakze moze by¢ z powodzeniem wykorzystana w tej samej pra-
cowni i poradni rownolegle do innych celéw, np. w diagnostyce
poronien i postnatalnej diagnostyce zaburzen chromosomowych,
co rowniez wykorzystujemy z powodzeniem w naszej pracowni.
Daje to nam znaczne oszczgdno$ci czasu i finansowania.

Mozaiki, zwlaszcza w trisomii 21 1 monosomi X stanowia
trudny problem diagnostyczny, takze w klasycznej cytogenetyce
prenatalnej, jednakze wystgpuja tylko w niewielkim odsetku am-
niopunkcji. Najwigksza przeprowadzona metaanaliza pochodza-
ca z 60 osrodkow amerykanskich i obejmujaca 60 tys. amniocen-
tez wykazata ich $rednie pojawianie si¢ w 0,25% ciaz. E. Bocian
w ekspertyzie dla Ministerstwa Zdrowia z 2001 r., zaprezentowa-
fa wspolczesne poglady na temat granicznych warto$ci odsetka
linii mozaikowych, ktére powinny by¢ wykryte w prawidtowym
badaniu cytogenetycznym ptodu, oceniajac je na poziomie od
10 do 25% takich komorek [15, 17]. Wyniki naszych obserwa-
cji w tym zakresie przedstawiono w tabeli II. Metoda pozwolita
ujawni¢ mozaiki w r6znych odsetkach dla réznych aneuploidii.
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25% nieprawidtowego DNA, a w pojedynczych przypadkach dla
12,5%, co jest wynikiem zadowalajacym, lepszym od uzyska-
nych przez Vialarda F. i wsp., ktory wykrywa linie trisomiczne
21 przy odsetku przynajmniej 25% [14, 18].

Wykrywanie mozaikowej trisomii 13 i 18 jest, jak dotad,
mozliwe przy odsetku 50%, jednak zespoty te maja réwniez
w mozaikach wysoce czule markery ultrasonograficzne i diagno-
sta prenatalny powinien podejrzewac chorobg u ptodu we wczes-
nych etapach ciazy; jednak dopuszczalna jest mozliwo$¢ niewy-
krycia bardzo niskoodsetkowe;j linii mozaikowej. Prog czutosci
rozpoznania mozaiki w klasycznej diagnostyce cytogenetycznej
okreslony jest jako odsetek nieprawidtowych komorek, podczas
gdy w metodach molekularnych oceniany jest jako odsetek izo-
lowanego DNA. Trudno zatem poréwnywac te dwie metody, jed-
nak wydaje sig, ze czuto$¢ wykrywania jest zblizona w obydwu
metodach.

Zespoty mikrodelecyjne, nazywane zespotami przylegtych
gendw, naleza do grupy chordéb genomowych i pojawiaja si¢
w rozwoju cztowieka 1000 razy czgsciej, anizeli mutacje punk-
towe. Fenotyp mikrodelecyjny u dzieci obejmuje niepetnospraw-
no$¢ intelektualna, obecno$¢ ponad jednej malformacji, pre-
i postnatalne opdznienie rozwoju somatycznego, cz¢sto spektrum
cech autystycznych. Prenatalnie zatem trudno jest podejrzewac
mikrodelecje, a jeszcze trudniej ukierunkowac badanie na kon-
kretny zespot [19].

Aberracje subtelomerowe (ST) sa bardzo réznorodne i bar-
dzo niebezpieczne klinicznie, poniewaz w rejonach subtelomero-
wych wystepuje najwigksze zaggszczenie sekwencji kodujacych.
Czgsto aberracje te sa letalne. ST poszczegdlnych chromosomow
wykazuja znaczne zréznicowanie ekspresji fenotypowej, mani-
festujace si¢ odrgbnymi patologiami, ale z reguty towarzyszy im
znacznego stopnia niepelnosprawno$¢ intelektualna. Zmiany te
nadal sa malo poznane, a ich rzeczywista czgsto$¢ wystgpowania
prenatalnego nie jest znana.

Dotychczas nie udato si¢ wytypowa¢ markeréw ultrasono-
graficznych ptodu dla ST poza mozliwym IUGR. Opracowano
natomiast postnatalne kryteria (kryteria de Vriesa) obejmujace
niepelnosprawnos$¢ intelektualna, matoglowie, minimum 2 ce-
chy dysmorfii — zazwyczaj hyperteloryzm i malformacje uszu.
Sposrdd nich jedynie hyperteloryzm mogtby by¢ kandydatem na
prenatalny marker genetyczny. IUGR nie zawsze ujawnia si¢ do
II trymestru, zatem jego warto$¢ jako markera dla ST pozostaje
niewielka.
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Tabela Ill. Wyniki badania poréwnawczego uzyskane metodg BACs-on-BEADs™. oraz metoda klasyczna.
Badanie
potwierdzajace
Wskazair:fv:;y;jr::jg;nostyki Poc;r(();lj)i(ienie W\:\/e i(e(r::gﬁévy Dﬁltzz(zgilil) Analiza BoBs hot\?(/)mliklub Metoda
badania FISH

Nieprawidtowy wynik testu AF 15,3 7,5 47 XX, +21 47 XX, +21 Karyotyp
Nieprawidtowy obraz USG AF 20,2 13,5 47 XY, +18 47 XY, +18 Karyotyp
e s e | s |
Nieprawidtowy wynik testu AF 18,2 8 47, XY,+21 47 XY, +21 Karyotyp
Nieprawidtowy wynik testu AF 171 18,5 47 XX, +21 47 XX,+21 | Karyotyp
Nieprawidtowy wynik testu AF 16,1 20,5 47 XX, +21 47 XX, +21 Karyotyp
Nieprawidtowy wynik testu AF 16 34 47 XX,+21 47 XX, +21 Karyotyp
Wiek ciezarnej >40lat AF 16,2 28,5 47 ,XX,+21 47, XX,+21 Karyotyp
Nieprawidtowy obraz USG Krew 22 36 47 XX,+18 47 XX,+18 Kariotyp
Nieprawidtowy obraz USG AF 16,6 91,5 47 XX,+13 47 XX,+13 | Kariotyp
Nieprawidtowy obraz USG AF 18,2 23 Nieudana 69,XXY Kariotyp
Nieprawidtowy obraz USG AF 17 13 47,XY,+21 47,XY,+21 Kariotyp
mﬁgzmmi nnk e cvs 14 200,5 45X 45X | Kariotyp
E:Zg:m:gw pmk e AF 15,5 44 47,XY+21 47.XY+21 | Kariotyp
Nieprawidtowy wynik testu AF 15,3 9,5 Nieudana 47 XX,+18 | Kariotyp
wi}iri‘l’éf::nwé] ‘;"Zg;'; tteSt“ cvs 14,4 17,5 47,XY,+18 47,XY,+18 | Kariotyp
Nieprawidtowy obraz USG Krew 25 119 47 XX,+13 47 XX,+13 Kariotyp
E:Zgzmgﬁw ‘g’g’g'z‘ tuegté AF 16,1 14 Nieudana 47XY,+21 | Kariotyp
Nieprawidtowy wynik testu AF 16,1 10 Nieudana 47 XX, +21 Kariotyp
Nieprawidtowy obraz USG AF 17,1 30 47 XX,+13 47 XX,+13 Kariotyp
Nieprawidtowy wynik testu AF 15,5 33,5 47 XX,+18 47 XX,+18 Kariotyp
Nieprawidtowy obraz USG Ccsv 12 72 47 XX,+18 47 XX,+18 Kariotyp
Nieprawidtowy obraz USG AF 14,1 32 45X 45X Kariotyp
Nieprawidtowy wynik testu AF 15,5 36 47 ,XX,+21 47 XX, +21 Kariotyp
Nieprawidtowy obraz USG AF 15,1 14,5 47 XY, +21 47,XY,+21 Kariotyp
Nieprawidtowy wynik testu AF 15,3 15,5 47 XY, +21 47 XY, +21 Kariotyp
wﬁrigf;?:g ";’Zg:';ttesm AF 16,2 30,5 47,XY,+21 47.XY+21 | Kariotyp
E:Zgzzmgm gg’g'; tjgté‘ AF 13,3 7 47 XX, +18 47,XX,+18 | Kariotyp
Nieprawidtowy obraz USG Krew 25 220,5 WHS WHS FISH

10 prawidtowych kariotypéw zenskich 46,XX 46,XX Kariotyp

15 prawidtowych kariotypow meskich 46,XY 46,XY Kariotyp
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Czy nowa technika kariotypowania molekularnego BACs-on-BeadsTM zastapi klasyczng cytogenetyczng diagnostyke prenataing?

Dotychczas opublikowano nieliczne badania USG u ptodéw
z mikrodelecjami i aberracjami ST potwierdzonymi réznymi
metodami, jednak innymi anizeli BoBs. Najwigkszym badaniem
tego typu jest praca Le Caigneca i wsp. [20], ktory opisat malfor-
macje u 49 takich ptodow, po kilka ptodow lub pojedyncze ptody
opisali takze Fass i wsp., Piotrowski i wsp. [10, 11].

Podsumowujac zebrane informacje w chwili obecnej moz-
na przyjac, iz przy prawidtowym kariotypie standardowym pto-
du, poza IUGR, podejrzenie MD lub ST nalezy rozwazy¢ przy
wspotwystegpowaniu: wad stozka tgtniczego (np.ToF), niedrozno-
$ci dwunastnicy, oraz rzadkich wad jak skrocenie ko$ci, syndak-
tylie 1 klinodaktylie, nieprawidtowe osadzenie stop, wady nerek,
rozszczepy podniebienia, hyperteloryzm, a w badaniu 3D nisko
osadzone i zrotowane malzowiny uszne i nieprawidlowa nasada
nosa [20,21].

Technika BoBs otwiera nowe mozliwos$ci regularnego wery-
fikowania obecno$¢ klasycznych MD i ST rutynowo u kazdego
badanego nig ptodu, co ogromnie podnosi jej warto$¢. Stwarza
ogromne szanse na potwierdzenie zaburzen, ktére ujawnitaby sig
ultrasonograficznie dopiero w III trymestrze ciazy, lub postna-
talnie.

Obowiazujace rekomendacje Polskiego Towarzystwa Gine-
kologicznego nie wykluczaja cytogenetycznych badan moleku-
larnych w diagnostyce prenatalnej [22], zatem nalezatoby rozwa-
zy¢ wprowadzenie do rutynowej diagnostyki przesiewowej takze
najbardziej obiecujacej obecnie techniki BACs-on-BEADs™

Whnioski

1. Wstgpne wyniki naszych badan wskazuja, ze technika
BoBs okazala si¢ wysoce przydatng w diagnostyce pre-
natalnej wykrywajac wszystkie z wyjatkiem poliploidii
aberracje wykrywane technika klasyczna.

2. Najwazniejszymi zaletami techniki jest bardzo krotki czas
badania, niski koszt i prostota wykonania przy znacznie
wigkszym spektrum diagnostycznym, oraz mozliwo$é
wykorzystania do innych celow.
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