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Rapid-FISH jako szybka metoda
wykrywania najczestszych liczbowych

aberracji chromosomowych

w diagnostyce prenatalnej u kobiet

z grupy wysokiego ryzyka

Rapid-FISH — fast and reliable method of detecting common
numerical chromosomal aberrations in prenatal diagnosis
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Streszczenie
Wstep: W ostatnich kilku latach znacznie zwiekszyly sie mozliwosci diagnostyczne w zakresie badari prenatalnych.
Wiaze sie to miedzy innymi ze stosowaniem metod, ktore pozwalaja na skrdcenie okresu oczekiwania na wynik.
Jedna z takich technik, Rapid-FISH (rapid fluorescence in situ hybridization), umoZliwia diagnostyke prenatalna
liczbowych aberracji chromosomdw 13, 18, 21, X i Y bezposrednio po pobraniu ptynu owodniowego. Metoda
pozwala na otrzymanie wyniku w ciagu 2-5 dni. Czas ten w przypadku klasycznej analizy cytogenetycznej
(oznaczanie kariotypu ptodu) wynosi okofo 21 dni i jest uzalezniony gtdwnie od tempa wzrostu, koniecznej w tym
badaniu, hodowli amniocytow.
Cel pracy: Celem pracy byta ocena skutecznosci metody Rapid-FISH w wykrywaniu liczbowych aberracji chromoso-
mow 13, 18, 21, X i Y w jadrach amniocytdw uzyskanych z ptynu owodniowego pobranego od kobiet w ciazy.
Materiaf i metody: U 161 kobiet z grupy wysokiego ryzyka przeprowadzono prenatalne badanie genetyczne, tech-
nikami klasycznej analizy cytogenetycznej i Rapid-FISH z uzyciem zestawu AneuVysion firmy Vysis.
Wyniki: badania Rapid-FISH wykrywajace aneuploidie chromosomow 13, 21, 18, X i Y zostaty w 100% potwier-
dzone przy uzyciu technik cytogenetyki klasycznej. U dwdch pacjentek z prawidfowym wynikiem badania Rapid-FISH
stwierdzono w klasycznym badaniu cytogenetycznym obecnosc¢ aberragji chromosomowych niemozliwych do zdia-
gnozowania metoda Rapid-FISH.
Whioski: Rapid-FISH jest wiarygodna i szybka metoda diagnostyczna, ktdra powinna by¢ stosowana jako rutynowa
W cigzach z wysokim ryzykiem wystapienia aneuploidii chromosomow 13, 18, 21, X i Y u pfodu.
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Abstract

Objective: In recent years, new possibilities of prenatal diagnosis have opened up, due to the development of tech-
niques which quarantee shorter time of obtaining results. One of those methods, called Rapid-FISH (rapid fluores-
cence in situ hybridization), for detecting numerical aberrations of chromosomes 13, 18, 21, X and Y without cul-
turing, enables to have the results in 2-5 days. The time necessary to obtain fetal karyotype result with the usage
of the classical cytogenetic methods is about 2-3 weeks and depends mainly on the culture growth rate.

Design: The aim of the study was to evaluate the effectiveness of the Rapid-FISH technique in detecting numerical
chromosome aberrations of 13, 21, 18, X and Y in amniocytes’ nuclei from amniotic fluid.

Materials and Methods: Rapid-FISH and cytogenetic analysis has been performed for 161 pregnancies in the
Department of Genetics at Wroclaw Medical University during years 2005 and 2006. The FISH was performed using
AneuVysion kit (Vysis), according to a standard protocol.

Results: All normal and abnormal results were confirmed by classical cytogenetic method (GTG banding and kary-
otyping). Additional chromosomal aberrations, not possible to be detected in FISH, were observed in case of two
patients with normal results from FISH analysis.

Conclusions: Rapid-FISH is a reliable and fast method for detecting numerical chromosomal aberrations in prena-
tal diagnosis and should be implemented as a routine diagnostic procedure in pregnancies with high risk of fetal

aneuploidy (of chromosomes 13, 18, 21, X i Y).
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Wstep

Rozwdj technik molekularnych i cytogenetycznych otwo-
rzyt w ostatnich latach nowe mozliwosci diagnostyczne w za-
kresie genetycznych badan prenatalnych. Do diagnostyki
wprowadzane sg migdzy innymi metody, ktore umozliwiaja
skrocenie czasu oczekiwania na wynik oraz zmniejszenie kosz-
téw badan prenatalnych [1, 2].

Dotyczy to w szczegdlnosci wykrywania czestych zmian
genetycznych, jak aneuploidie (zmiany liczbowe) chromoso-
moéw 13, 18, 21, X1 Y. Wysokie ryzyko ich wystapienia u pto-
du jest gléwna przyczyna skierowan na badania przedurodze-
niowe. Wprowadzanie do diagnostyki réznych metod pociaga
za sobg koniecznos$¢ zmian obowiazujacych procedur. Przy-
ktadem propozycji nowych standardéow postgpowania moga
by¢ rekomendacje UK National Screening Committee [3]. Za-
lecaja one wykonanie u wszystkich pacjentek, u ktérych pro-
wadzane sa inwazyjne badania prenatalne, testow pozwalaja-
cych na szybkie wykrycie najczgstszych aneuploidii u ptodu.

Jedna z tych metod, zwana Rapid-FISH (szybka fluore-
scencyjna hybrydyzacja in situ), polega na hybrydyzacji flu-
orescencyjnie znakowanej sondy genetycznej z wybranymi se-
kwencjami danego chromosomu. Metoda przeprowadzana
jest na jadrach interfazowych bezposrednio po pobraniu nie-
wielkiej ilosci ptynu owodniowego (1-2ml), co umozliwia uzy-
skanie wyniku badania genetycznego w ciagu 2-5 dni. Dotych-
czas obowiazujaca klasyczna analiza cytogenetyczna (ozna-
czanie kariotypu), zwigzana z koniecznoscia zaktadania ho-
dowli komérkowej (amniocytdéw), pozwala na otrzymanie wy-
niku w czasie od 10 do 21 dni od pobrania 15-20ml plynu owo-
dniowego [4, 5, 6, badania wlasne].

Analiza wynikéw Rapid-FISH opiera si¢ na ocenie liczby
wybranych chromosoméw po zastosowaniu sond molekular-
nych. Najczgsciej stosowany zestaw sond dostepnych komer-
cyjnie zawiera istotne, zwlaszcza w odniesieniu do diagnostyki
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najczgstszych aneuploidii (ewentualnie triploidii), sondy cen-
tromerowe dla chromosomoéw X, Y i 18 oraz sondy specyficz-
ne dla krytycznych regiondw chromosomoéw 131 21.

Metoda Rapid-FISH nie mozna wykry¢ zrdwnowazonych
i niezrownowazonych aberracji strukturalnych chromosomow
czy aneuploidii chromosomow innych niz 13, 18, 21, X1Y. Ry-
zyko populacyjne ich wystapienia u ptodu, poza $cisle okreslo-
nymi, podanymi ponizej wyjatkami, jest jednak niskie. Stwier-
dzone w badaniu USG wady wrodzone u ptodu, obecnosc¢
zrownowazonych aberracji strukturalnych chromosomow
u jednego z rodzicow czy wystgpowanie aberracji chromoso-
mowych niezrownowazonych u dziecka/dzieci z poprzedniej
ciazy sa wskazaniem do przeprowadzenia petnej diagnostyki
cytogenetycznej (analiza klasyczna), poszerzonej ewentualnie
o metody typu FISH (fluorescencyjna hybrydyzacja in situ),
PCR (fancuchowa reakcja polimerazy) czy mikromacierze-
CGH (poréwnawcza hybrydyzacja genomowa) [5, 7, 8].

Biorac pod uwage mozliwosci diagnostyczne, proponuje
si¢ stosowanie Rapid-FISH jako jedynego, rutynowego gene-
tycznego badania prenatalnego w ciazach z wysokim ryzy-
kiem wystapienia aneuploidii u ptodu [1, &].

Cel pracy

Celem pracy byta ocena skutecznosci metody Rapid-FISH
w wykrywaniu liczbowych aberracji chromosomow 13, 18, 21,
X 1Y w jadrach amniocytow uzyskanych z ptynu owodniowe-
go pobranego od kobiet w ciazy.

Materiat

Materiatlem do badan byly amniocyty ptynu owodniowe-
g0, ktory pobrano podczas amniopunkeji od 161 kobiet (prze-
dzial wieku 20-47 lat) w Klinice Wad Rozwojowych Ptodu we
Wroctawiu w latach 2005-2006. Najliczniejszg grupg, 104 oséb
(64,6%), stanowity pacjentki w wieku powyzej 35 lat. W gru-
pie wieckowej 20-34 lata byto 57 kobiet (35,4%).
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Rapid-FISH jako szybka metoda wykrywania...

Wskazaniem do wykonania inwazyjnych badan prenatal-
nych u 119 pacjentek (74% badanych) byto jedno z nastgpuja-
cych:

1) wiek powyzej 35 lat u 74 kobiet (46%),

2) nieprawidtowy wynik testu PAPPA u 13 kobiet (8%),

3) nieprawidlowy wynik testu potrdjnego u 10 kobiet
(6%),

4) wady stwierdzone u wczesniej urodzonych dzieci u 8
kobiet (5%),

5) nieprawidtowa przezierno$¢ karkowa ptodu (NT powy-
zej 3,0mm w 11-13(+6 dni) tygodniu ciazy) u 7 kobiet
(4%),

6) wady plodu wykryte w badaniu USG u 7 kobiet (4%).

U pozostatych 41 pacjentek (25,5% badanych) stwierdzo-
no co najmniej dwa wskazania do wykonania amniopunkcji,
takie jak:

1) wiek powyzej 35 lat i nieprawidiowy wynik testu PAP-
PA,

2) wiek powyzej 35 lat i NT powyzej 3mm oraz

3) wiek powyzej 35 lat, nieprawidtowy wynik testu PAP-
PA 1 nieprawidtowa przeziernos¢ karkowa.

Jedna pacjentke zakwalifikowano do badania inwazyjnego
ze wzglgdu na stwierdzone nosicielstwo zrownowazonej trans-
lokacji chromosomowe;j.

Wigkszo$¢ amniopunkcji wykonano migdzy 15 a 19 tygo-
dniem ciazy (87,5%). W niewielkim odsetku cigz badanie in-
wazyjne przeprowadzono w 14 tygodniu (7,5%) i powyzej 20
tygodnia ciazy (5%).

Po pobraniu, ptyn owodniowy byt kazdorazowo wykorzy-
stany do przeprowadzenia bezposredniego badania Rapid-
FISH oraz analizy metodami cytogenetyki klasycznej (ozna-
czanie kariotypu) po hodowli amniocytow. Rownolegte zasto-
sowanie obu metod diagnostycznych pozwolito na weryfikacje
otrzymanych wynikdéw badania Rapid-FISH.

Metody
Rapid-FISH

1. Izolacja amniocytow z ptynu owodniowego

Plyn owodniowy w iloéci 2-3ml byt wirowany przez 8 mi-
nut 300xg w 10ml probéwkach (Sarstedt). Nastepnie superna-
tant zostal zlany, a do osadu dodano 2,5ml roztworu trypsy-
ny/EDTA, wczesniej ogrzanego do temp 37°C.

Zawiesing komoérek w trypsynie inkubowano 20 minut
w 37°C, nastgpnie wirowano przez 8 min. 300xg. Zlano czgs$¢
supernatantu pozostawiajac nad osadem 0,5ml i dodano
2,5ml 0,075M KCl.

Zawiesing komoérek w KCl inkubowano 15 minut w 370C,
nastgpnie dodano 5 ml utrwalacza (metanol:kwas octowy
w stosunku 3:1) i wirowano przez 8 min. 300xg.

Zlano supernatant a osad ponownie zostal przemyty
utrwalaczem. Po odwirowaniu (8 min. 300xg), zawiesing inku-
bowano 30 min. w 4°C a nastgpnie znowu wirowano przez 8
min. 300xg. Zlano supernatant a osad amniocytow zostat za-
wieszony w okoto 0,5ml utrwalacza.

Czg$¢ uzyskanego osadu amniocytow naniesiono na ozna-
kowane szkietka podstawowe. Pozostata czes¢ niewykorzysta-
nego materialu zostala umieszczona w -20°C (bankowanie
materiatu).
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II. Przygotowanie preparatow do badania FISH

Osad amniocytow, naniesiony na szkietka podstawowe,
zostal przygotowany do badania przy uzyciu FISH pretreat-
ment kit (Vysis 32-801270), wedtug procedury firmy Vysis.

III. Barwienie i analiza

Badanie Rapid-FISH wykonano, wykorzystujac zestaw
sond AneuVysion (13,18,21,X,Y) Multi-Color 5 Probe Panel
(Vysis 5J3830), zgodnie z procedurg zataczona do odczynni-
kéw. Do analizy fluorescencyjnej zastosowano mikroskop Ni-
kon Eclipse E600 (USA) oraz oprogramowanie ISIS firmy
MetasystemsDE (Niemcy).

W kazdym przypadku analiza co najmniej 50 jader inter-
fazowych przeprowadzona byla przez dwdch diagnostow la-
boratoryjnych. U 6 pacjentek z powodu niskiej jakosci prepa-
ratow badanie oparte bylo na ocenie 25 jader interfazowych.

Analiza metodami cytogenetyki klasyczne;j.

Badanie cytogenetyczne przeprowadzono wg metod stan-
dardowych, po zatozeniu dwodch, niezaleznych hodowli am-
niocytow [6]. W kazdym przypadku analizowano po 15 meta-
faz z hodowli.

Wyniki

Badanie metoda Rapid-FISH na jadrach interfazowych
wykonano u 161 pacjentek. Réwnolegle w kazdym przypadku
zostato przeprowadzone badanie cytogenetyczne sposobem
klasycznym (badanie kariotypu ptodu), ktérego wyniki m.in.
stanowily weryfikacje metody Rapid-FISH.

Prawidtowe wyniki badania Rapid-FISH otrzymano u 146
pacjentek (90,7%). Wyniki te zostaly potwierdzone klasycz-
nym badaniem cytogenetycznym w 140 przypadkach.

W 4 przypadkach nie uzyskano wyniku badania karioty-
pu ptodu (brak wzrostu hodowli komérek), w zwiazku z czym
nie zweryfikowano prawidlowego wyniku badania Rapid-
FISH.

U dwdch kolejnych pacjentek otrzymano prawidtowe wy-
niki Rapid-FISH, natomiast w badaniu cytogenetycznym ko-
morek ptodu stwierdzono aberracje strukturalne chromoso-
mow:

1) naddatek materiatu genetycznego nieznanego pocho-
dzenia na chromosomie 18 w uktadzie mozaikowym
z linig prawidfowa oraz

2) rodzinna zréwnowazona translokacja robertsonowska
pomiedzy chromosomami 131 14.

Nieprawidtowe wyniki badania Rapid-FISH uzyskano
u 15 pacjentek (9,3% przypadkow).

Badaniem cytogenetycznym potwierdzono 14 z 15 niepra-
widtowych wynikow. W jednym przypadku (trisomia chromo-
somu 13 u ptodu w badaniu Rapid-FISH) po hodowli nie uzy-
skano materiatu do analizy kariotypu ptodu.

Wsrod nieprawidiowych wynikdw, 5 stwierdzono u pto-
dow plci zenskiej (trisomia 21 w dwdch przypadkach, mono-
somia X w dwoch i trisomia X w jednym przypadku), a 10
u ptodéw plci meskiej (trisomia 13 w jednym przypadku, tri-
somia 18 w dwoch przypadkach, trisomia 21 w czterech przy-
padkach (w tym 2 przypadki mozaicyzmu 47,XY,+21/46,XY),
kariotyp 47,XXY w jednym przypadku oraz kariotyp
69,XXY (triploidia) w 2 przypadkach)).
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Dyskusja

W ostatnich latach, migdzy innymi dzigki rozwojowi no-
wych metod z dziedziny genetyki i biologii molekularnej,
wzrosto znaczenie nieinwazyjnych i inwazyjnych badan prena-
talnych w diagnostyce wad wrodzonych i choréb uwarunko-
wanych genetycznie. Swiadczyé o tym moze chociazby, obser-
wowane w naszej Poradni Genetycznej w latach 2006 1 2007
w stosunku do roku 2004, zwigkszenie liczby porad prenatal-
nych 1 amniopunkcji (odpowiednio o 35% i 65%).

Rosnaca liczba wykonywanych inwazyjnych badan prena-
talnych (gtéwnie amniopunkcji) powoduje koniecznos¢ stoso-
wania nowych, szybkich metod diagnostycznych [1, 2, 3, 8].

Wprowadzenie do diagnostyki prenatalnej metody Rapid-
FISH pozwala na uzyskanie wyniku badania nawet po 24 go-
dzinach od momentu pobrania plynu owodniowego. Obser-
wowana w naszych badaniach 100% czulo$¢ metody, a tym sa-
mym brak wynikéw falszywie dodatnich czy ujemnych, w za-
kresie wykrywania liczbowych aberracji chromosoméw 13,
18, 21 X 1Y, $wiadczy o wysokiej specyficznosci tej techniki.
Dane te sa zbiezne z wynikami badan z innych osrodkow,
gdzie przy zastosowaniu metody Rapid-FISH w znacznie
wiekszych grupach badanych, uzyskano jedynie 0-0,003% wy-
nikéw fatszywie dodatnich [9, 10, 11, 12].

Obserwowana w naszej pracy 2-krotnie wigksza czgstosé
aberracji chromosomowych u ptodéw pici meskiej moze wyni-
ka¢ ze stosunkowo niewielkiej liczby wykonanych badan pre-
natalnych.

Prawidtowego wyniku badania Rapid-FISH nie potwier-
dzono badaniem cytogenetycznym w 2 przypadkach. Stwier-
dzone w kariotypach ptodu aberracje strukturalne nie sa bo-
wiem mozliwe do zdiagnozowania przy uzyciu zastosowanej
techniki fluorescencyjne;.

Badanie Rapid-FISH zastosowano tu jako badanie dodat-
kowe, poniewaz w obu tych przypadkach istnialy wskazania
do wykonania klasycznej analizy cytogenetycznej, takie jak:

1) wady u ptodu w badaniu USG oraz
2) nosicielstwo translokacji zrownowazonej migdzy chro-
mosomami 13 i 14 u jednego z rodzicéw.

Uzasadnia to stosowanie badania Rapid-FISH jedynie
w przypadku cigz z wysokim ryzykiem wystapienia aneuplo-
idii u ptodu.

Wyniki przedstawionych przez nas badan potwierdzaja
duza przydatnos¢ szybkiego testu Rapid-FISH w wykrywaniu
aberracji liczbowych chromosomdw 13, 18, 21 oraz chromoso-
mow plci. Wnioski te sq zgodne z wynikami innych autoréw
[2, 11, 12, 13].

Duza zaletq badania Rapid-FISH jest krotki okres oczeki-
wania na wynik. Wynik badania Rapid-FISH byl wydany
w ciagu 5 dni roboczych, natomiast wynik otrzymany dzigki
klasycznej analizie chromosoméw po 10-21 dniach od pobra-
nia plynu owodniowego.

Dodatkowym plusem badania Rapid-FISH jest jego niz-
szy koszt w porownaniu do kosztu badania prenatalnego wy-
konanego technikami cytogenetyki klasycznej. Wprawdzie
metoda Rapid-FISH wymaga zastosowania mikroskopu flu-
orescencyjnego i sond fluorescencyjnych, ale zwazywszy na
ostateczny faczny koszt odczynnikow, pracy diagnosty labora-
toryjnego oraz amortyzacji sprzgtu jest to technika tansza.
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Rapid-FISH pozwala na znaczne skrdcenie czasu oczeki-
wania na wynik, co z punktu widzenia ewentualnych dalszych
loséw ciazy, ma ogromne znaczenie.

Szybkie otrzymanie prawidtowego wyniku badania moze
wplywac na zmniejszenie u pacjentki stresu zwigzanego z nie-
pokojem o stan zdrowia ptodu. W zwiazku z tym rutynowe
stosowanie tej metody jako jedynej w cigzach z wysokim ryzy-
kiem wystgpienia aneuploidii chromosoméw 13, 18, 21,
X 1Y jest catkowicie uzasadnione.

Whnioski

Wiarygodnosc¢ i szybkos¢ metody Rapid-FISH w wykry-
waniu najczgstszych liczbowych aberracji chromosomow
stanowi podstawe do zaproponowania wprowadzenia nowego
algorytmu postgpowania w genetycznej diagnostyce prenatal-
nej.

Postulujemy o rozpoczgcie w Polsce, podobnie jak ma to
miejsce w innych krajach Europy [3, 8], dyskusji o stosowaniu
tej metody, jako jedynej, rutynowo wykonywanej w cigzach
z wysokim ryzykiem wystapienia aneuploidii chromosomow
21,13, 18, X1 Y u ptodu.

PiSmiennictwo

1. Caine A, Maltby A, Parkin C, [et al.]. Prenatal detection of Down’s syndrome by rapid
aneuploidy testing for chromosomes 13, 18 and 21 by FISH or PCR without a full kary-
otype: a cytogenetic risk assessment. Lancet. 2005, 366, 123-128.

2. Liehr T, Ziegler M. Rapid prenatal diagnostics in the interphase nucleus: procedure and
cut-off rates. J Histochem Cytochem. 2005, 53, 289-291.

3. Rodriguez de Alba M, Vermeesch J. The fortieth anniversary of prenatal karyotyping:
time for a birthday party or a memorial service? £.C.A. Newsletter. 2007, 19, 13-21.

4. Bocian E, Jakubow-Durska K, Mazurczak T. Retrospektywna analiza 1043 wynikow pre-
natalnych badan cytogenetycznych w kontekscie przydatnosci diagnostycznej FISH
interfazowej. Ginekol Pol. 2001, 72, 449-455.

5. Bocian E. Diagnostyka cytogenetyczna chorob genetycznych kryteria i zasady procedury
diagnostycznej oraz systemu kontroli jakosci badan. Diag Lab. 2001, 37, 13-42.

6. Priest J, Rao K. Prenatal Chromosome diagnosis. The AGT cytogenetics laboratory man-
ual. Ed. Barch M, Knudsen T, Spurbeck J. New York: Lippincott-Raven Publishers,
1997,199-258.

7. Constantinou M, Katuzewski B. Wykorzystanie techniki FISH w diagnostyce aberracji
chromosomowych trudnych do zidentyfikowania za pomoca klasycznych technik cyto-
genetycznych. Diag Lab. 2001, 37, 77-86.

8. Leung W, Lao T. Rapid aneuploidy testing, traditional karyotyping, or both? Lancet.
2005, 366, 97-98.

9. Tepperberg J, Pettenati M, Rao P, [et al.]. Prenatal diagnosis using interphase fluores-
cence in situ hybridization (FISH): 2-year multi-center retrospective study and review of
the literature. Prenat Diagn. 2001, 21, 293-301.

10. Weremowicz S, Sandstrom D, Morton C, [et al.]. Fluorescence in situ hybridization
(FISH) for rapid detection of aneuploidy: experience in 911 prenatal cases. Prenat Diagn.
2001, 21, 262-269.

11. Witters |, Devriendt K, Legius E, [et al.]. Rapid prenatal diagnosis of trisomy 21 in 5049
consecutive uncultured amniotic fluid samples by fluorescence in situ hybridisation
(FISH). Prenat Diagn. 2002, 22, 29-33.

12. Wyandt H, Tonk V, Huang X, [et al.]. Correlation of abnormal rapid FISH and chromo-
some results from amniocytes for prenatal diagnosis. Fetal Diagn Ther. 2006, 21, 235-
240.

13. Ulmer R, Pfeiffer R, Kollert A, [et al.]. Diagnosis of aneuploidy with fluorescence in situ
hybr|d|zat|on (FISH) value in pregnancies with increased risk for chromosome aberra-
tions. Z Geburtshilfe Neonatol. 2000, 204, 1-7.

955



	GP_12_2007calosc_print.pdf

