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Streszczenie

Tradycyjnym ,zfotym standardem" prenatalnej diagnostyki aberracji chromosomowych jest ocena kariotypu ptodu
metoda analizy obrazu prazkowego chromosomow uzyskanych z hodowli komarek ptynu owodniowego lub trofo-
blastu. Wiekszos¢ prenatalnych badari cytogenetycznych wykonywana jest ze wzgledu na zwigkszone, w stosunku
do populacyjnego, ryzyko aneuploidii chromosomow 13, 18 i 21 u ptodu. Stanowi ona 65-85% wszystkich wykry-
wanych w tych badaniach aberracji chromosomowych. W testach na aneuploidie, umoZzliwiajacych szybsze niz w ba-
daniach klasycznych uzyskanie wyniku diagnostycznego (1-3 dni), stosowane sa trzy techniki badawcze, FISH (flu-
orescence in situ hybridization), QF-PCR (quantitative fluorescence polymerase chain reaction) oraz MLPA (multiplex
ligation-dependent probe amplification). Istotnym aspektem oceny przydatnosci klinicznej tych metod diagnostycz-
nych jest wielkos¢ ryzyka niewykrycia innych niz aneuplodia aberracji chromosomowych.

Dotychczas, w wiekszosci laboratoriow stosujacych metody szybkiej diagnostyki aneuploidii wykonywano réwnole-
gle takze petna ocene kariotypu ptodu. Obecnie dyskutowane sa kryteria i zasady stosowania testow na aneuplo-
idie jako jedynego badania diagnostycznego. W pracy omdwiono mozliwosci i ograniczenia diagnostyczne testow
na aneuploidie, przedstawiono takze toczaca sie debate nad zmiana algorytmu postepowania diagnostycznego
w prenatalnych badaniach cytogenetycznych.

Stowa kluczowe: prenatalne badania cytogenetyczne / aneuploidia / techniki badawcze /
/ nowy algorytm diagnostyczny /

Abstract
The traditional ,gold standard” for prenatal diagnosis of chromosome abnormalities involves analysis of banded
chromosomes obtained from cultured amniotic fluid or chorionic villus cells.
Most studies are performed because of increased risk of aneuploidy of chromosomes 13, 18 and 21.
It constitute 65-85% of all chromosome aberrations diagnosed prenataly.
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At present more rapid (in 1-3 days) methods than conventional cytogenetics, enabling the diagnosis of aneuploidy
are available. They include FISH (fluorescence in situ hybridization), QF-PCR (quantitative fluorescence polymerase
chain reaction) and MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification) techniques. However, it is important
to know how many other chromosomal abnormalities would not be detected using these tests for the estimation
of their clinical utility. Currently, most laboratories perform rapid tests for aneuploidy together with full karyotype.
The criteria of using of rapid aneuploidy tests as a stand-alone test in prenatal diagnosis are currently discussed.
Here, the diagnostic capacity and limitations of rapid tests for aneuploidy detection as well as debate on the change
of the policy for cytogenetic prenatal diagnosis is presented.

Key words: cytogenetic prenatal studies / aneuploidy / rapid tests for aneuploidy /

/ new diagnostic policy /

Wprowadzenie

Prenatalne badania cytogenetyczne stanowia, od wielu juz
lat, integralna czgs¢ genetyki medycznej i sa jednym z podsta-
wowych elementow procesu diagnostycznego chorob i zespo-
t6w genetycznych. Specyfika prenatalnych badan cytogene-
tycznych wiaze si¢ z ograniczonymi mozliwosciami uzyskania
materiatu do badan, z rodzajem materialu zawierajacego ko-
morki pfodu oraz koniecznoscig hodowli tych komorek.

Bardzo wazny jest takze element czasu, zardwno okresu
ciazy, w ktorym badanie powinno by¢ wykonane, jak tez ko-
niecznosci jak najszybszego uzyskania wyniku diagnostyczne-
go. Te elementy specyfiki badan prenatalnych maja istotny
wplyw na metodyke oraz procedur¢ diagnostyczng aberracji
chromosomowych. Poniewaz wynik oceny kariotypu decydu-
je niekiedy o dalszych losach ciazy konieczne jest, tak z kli-
nicznego jak i prawnego wzgledu, zapewnienie odpowiednio
wysokiego standardu tych badan.

Dokonujace si¢ rownoczesnie z postgpem w zakresie tech-
nik ultrasonograficznych oraz metod pozyskiwania do badan
tkanek plodu, doskonalenie metod cytogenetyki klasycznej
oraz rozwoj metod cytogenetyki i biologii molekularnej umoz-
liwity zwigkszenie czutosci 1 skutecznosci badan prenatalnych.
Powstaly takze nowe metody diagnostyczne pozwalajace na
migdzy innymi znaczne skrdcenie czasu badania diagnostycz-
nego, co dla badan prenatalnych ma bardzo istotne znaczenie.

Przedmiotem tego opracowania jest omdowienie mozliwo-
$ci i ograniczen diagnostycznych tych metod analizy cytogene-
tycznej. Przedstawiona zostanie takze trwajaca od kilku juz lat
debata nad okresleniem algorytmu postgpowania diagno-
stycznego (ztotego standardu) w prenatalnej diagnostyce aber-
racji chromosomowych.

Ryzyko wystgpienia aberracji
chromosomowej u ptodu

Ocenia sig, ze aberracje chromosomowe wystepuja z czg-
stoscig 9,1 na 1000 zywo urodzonych noworodkéw [1]. Aber-
racje niezrownowazone, ktore zazwyczaj manifestuja si¢ upo-
Sledzeniem rozwoju somatycznego i umyslowego stanowia
dwie trzecie tych aberracji. Wérdd nich najczesciej stwierdza-
ne sa aneuploidie chromosomow pici (3,1/1000 noworodkow)
oraz chromosomow autosomalnych: trisomie 21, 18 1 13 od-
powiedzialne odpowiednio za zespoly Downa (czgstosé
1,5/1000 noworodkéw), Edwardsa (0,3/1000) i Patau (0,2/1000
noworodkow). Pozostale aberracje maja charakter zrownowa-
zony 1 stwierdzane sa z czgstoscia 3 na 1000 noworodkow.

882

Ich obecno$¢ nie taczy si¢ zazwyczaj z nieprawidtowym fe-
notypem ale nosiciele tych aberracji majg zwigkszone ryzyko
powstania niezrownowazena genomu u potomstwa co z kolei
przejawiac si¢ moze nawracajacymi poronieniami samoistny-
mi lub urodzeniem chorego dziecka. Ocena kariotypu stuzy
wykrywaniu tych wszystkich (zréwnowazonych i niezréwno-
wazonych) aberracji chromosomowych.

Prenatalnej oceny kariotypu dokonuje si¢ w przypadku
zwigkszonego, w stosunku do populacyjnego, ryzyka urodze-
nia dziecka z aberracja chromosomowa. Takim ryzykiem
obarczone sg kobiety powyzej 35 roku zycia, rodziny, w kto-
rych wystapita juz aneuploidia u dziecka z poprzedniej ciazy
lub gdy jedno z rodzicéw jest nosicielem zréwnowazonej re-
aranzacji chromosomowej. Stwierdzenie wad rozwojowych
u ptodu w badaniu ultrasonograficznym stanowi takze wska-
zanie do prenatalnej oceny kariotypu. Wigkszo$¢ prenatal-
nych badan cytogenetycznych wykonywana jest ze wzglgdu na
zwiekszone ryzyko wystapienia aneuploidii u ptodu. Zaleznie
od liczby badan wykonanych w réznych grupach ryzyka sta-
nowi ona 65-85 % wszystkich wykrywanych prenatalnie aber-
racji chromosomowych [2, 3, 4, 5].

Aneuploidia odpowiedzialna jest za 80-95% wrodzonych
wad rozwojowych stwierdzanych u noworodkéow [1].

Ocena ryzyka wystapienia aneuploidii (szczegolnie triso-
mii 21) u ptodu oparta jest obecnie na kombinacji epidemio-
logicznych czynnikéw ryzyka (wieku cigzarnej i wywiadu ro-
dzinnego) oraz wynikow testow biochemicznych wykonywa-
nych w surowicy cigzarnych, a takze markeréow sonograficz-
nych. Przyjeto, ze do prenatalnej oceny kariotypu kwalifikuje
ryzyko 1 na 250 do 1 na 300 lub wigksze. Prawidiowa ocena
ryzyka aneuploidii przed podjeciem decyzji o wykonaniu ba-
dania prenatalnego jest istotna ze wzgledu na inwazyjny cha-
rakter badan zmierzajacych do uzyskania probek ptynu owo-
dniowego lub kosméwki. Z tego tez wzgledu doskonalone by-
ty nieinwazyjne metody oceny ryzyka zespotu Downa i innych
aneuploidii. O ile wiek matki stosowany jako jedyne kryterium
oceny ryzyka umozliwia prenatalng identyfikacje zaledwie
30% przypadkow zespotu Downa, to ocena ryzyka w oparciu
o wiek 1 trzy markery biochemiczne (AFP, hCG i uE3) bada-
ne w II trymestrze ciazy zwigksza ten odsetek do ~67% [6, 7.
8].

Nalezy jednak zwroci¢ uwagge, ze czutos¢ testu potrojnego
zalezy nie tylko od rodzaju aneuploidii ale takze od wyboru
progowej wartosci ryzyka zwigzanego z wiekiem cigzarnych
kwalifikowanych do badan.
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Obnizenie progowych wartosci ryzyka aneuploidii kwalifi-
kujacych do badania prenatalnego z 1:100 do 1:300 zwigksza
czuto$¢ testu potrojnego o 10% ale towarzyszy temu zmniej-
szenie jego specyficznosci (wzrost fatszywie dodatnich wyni-
kow do >40%) [9].

Autorzy tych badan wnioskuja, ze bezwzglednym wskaza-
niem do wykonania badania prenatalnego powinien by¢ wiek
39 a nie 35 lat. Czultos¢ testu potrdjnego w surowicy kobiet
w tym wieku jest bardzo wysoka (85,3%) a rownoczesnie ogra-
nicza to liczbg¢ badan inwazyjnych o ponad 50%. Inng metoda
oceny ryzyka aneuploidii jest ultrasonograficzny pomiar prze-
zierno$ci faldu karkowego (fetal nuchal translucency — NT)
w 10-14 tygodniu ciazy. Czulo$¢ tej stosowanej juz powszech-
nie metody oceniana jest na 80% [10].

Co wigcej, nieprawidlowe NT stwierdzane jest takze
w przypadku obecnosci u ptodu innych niz aneuploidia, kli-
nicznie waznych aberracji chromosomowych [11, 12]. Laczne
stosowanie pomiaru NT i markeréw biochemicznych (gtéwnie
niezwiazanej gonadotropiny lozyskowej beta-HCG i testu
PAPP-A) zwigksza czuto$¢ metody oceny ryzyka anuploidii
do 90% przy 5% wynikow fatszywie dodatnich [13, 14, 15].

Obecnie stosowanie wieku cigzarnej jako jedynego kryte-
rium oceny ryzyka aneuploidii i kwalifikacji do inwazyjnej
diagnostyki prenatalnej uznawane jest, w krajach zachodnio-
europejskich i w USA, jako niezgodne ze standardem opieki
medyczne;j.

Metody prenatalnej diagnostyki
cytogenetycznej

Tradycyjnym ,,ztotym standardem” prenatalnej diagnosty-
ki aberracji chromosomowych jest ocena kariotypu pfodu me-
toda analizy obrazu prazkowego chromosomdw uzyskanych
z hodowli komorek ptynu owodniowego lub trofoblastu. Sku-
teczno$¢ 1 wiarygodnos¢ tej metody diagnostycznej wynosi
~99,4-99.8% dla komorek ptynu owodniowego [16] 1 97,5-
99,6% dla trofoblastu [17]. Mozliwos¢ uzyskania btednego wy-
niku diagnostycznego zwiazana ze wzrostem w hodowli ko-
morek matki dotyczy 0,2% badan [18, 19]. Ocenia sig, ze nie-
powodzenie hodowli zdarza si¢ w okoto 4-14 badan na 1000
a bledy diagnostyczne (dotyczace najczesciej nieprawidiowego
okreslenia pici ptodu) w dalszych 6 przypadkach na 1000 [2].

Podstawowa wada tej metody diagnostycznej jest diugi
czas badania wynoszacy od 1 do 3 tygodni oraz jego duza pra-
cochtonnosc¢ i wysoki koszt. Z tego tez wzgledu rozwdj metod
badawczych stuzacych prenatalnej diagnostyce aberracji chro-
mosomowych zmierzal przede wszystkim w kierunku uprosz-
czenia i skrocenia czasu badania. Yaczylo si¢ to z ogranicze-
niem badania do identyfikacji najczgstszych aneuploidii czyli
tych aberracji, ktorych zwigkszone ryzyko decyduje zazwyczaj
o wykonaniu badania prenatalnego. Mozliwos¢ szybkiej
(w ciagu 1-2 dni) diagnostyki aneuploidii zapewnit rozwdj me-
tod cytogenetyki molekularnej, zapoczatkowany w latach 80-
tych opracowaniem techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji in
situ FISH [20].

Obecnie stosowane sa w tych badaniach jeszcze dwie inne
metody, a mianowicie technika QF-PCR (quantitative fluore-
scence polymerase chain reaction) oraz opisana po raz pierw-
szy w 2002 roku technika MLPA (multiplex ligation-dependent
probe amplification) [21].
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Diagnostyka aneuploidii metodami
cytogenetyki i biologii molekularnej

Podstawowa technika cytogenetyki molekularnej wyko-
rzystywana w wigekszosci laboratoriow diagnostycznych jest
jak juz wspomniano technika FISH. Polega ona na wykrywa-
niu, dzigki zastosowaniu specyficznych sond molekularnych,
komplementarnych do nich sekwencji DNA (lub RNA)
w chromosomach, jadrach interfazowych lub skrawkach tka-
nek znajdujacych si¢ w preparatach cytologicznych. Metoda
szybkiej diagnostyki aneuploidii z wykorzystaniem techniki
FISH opracowana zostala na poczatku lat 90-tych [22, 23].

W badaniu tym stosowany jest zestaw (dostgpnych komer-
cyjnie) sond specyficznych dla chromosoméw 13, 18, 21 oraz
X 1Y wyznakowanych barwnikami fluorochromowymi w roz-
nych kolorach.

Polega ono na okreslaniu liczby kopii tych chromosomoéow
w jadrach interfazowych niehodowanych komorek ptodu.
Liczba sygnatow hybrydyzacyjnych zastosowanych w badaniu
sond okreslona w mikroskopie fluorescencyjnym umozliwia
ustalenie liczby kopii kazdego z chromosoméw w komorce.

Dzigki temu, ze badanie wykonywane jest w jadrach inter-
fazowych komorek ptodu czas badania nie przekracza 1-3 dni.
Przydatnos¢ tej metody diagnostycznej w badaniach prenatal-
nych zostata dobrze udokumentowana przez ponad 10-letni
okres jej stosowania w licznych laboratoriach cytogenetycz-
nych.

Z przegladu licznych rezultatow badan diagnostycznych
wykonanych ta metoda wynika, ze czuto$¢ metody wynosi od
83-100% a specyficznos¢ jest na poziomie 99,8-100% [24].

W laboratoriach, ktore wykonaty powyzej 1000 oznaczen
ta metodq wartosci obu tych parametrow zawieraja si¢ w prze-
dziale 96,4-100% z przewaga wartosci zblizonych do lub réw-
nych 100%.

W tych samych laboratoriach odsetek badan, w ktérych
wynik byl nieinformacyjny lub inne przyczyny zadecydowaly
0 jego braku jest bardzo zréznicowany i1 miesci si¢ w zakresie
od 0 do 16%.

Nowsza, coraz powszechniej stosowang metoda diagno-
styki najczestszych aneuploidii jest technika QF-PCR [25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32].

Podstawa metody jest amplifikacja specyficznych regio-
néw genomowego DNA uzyskanego z komodrek ptynu owo-
dniowego z zastosowaniem ilosciowego PCR. Polimorficzne,
krétkie powtdrzenia tandemowe (markery mikrosatelitarne)
specyficznych dla badanych chromosomoéw sekwencji DNA
(STRs — short tandem repeats) sa powielane metoda PCR
z wykorzystaniem fluorescencyjnie wyznakowanych starterow.
Dokonywany automatycznie w analizatorze genetycznym po-
miar intensywnosci fluorescencji poszczegolnych alleli tych se-
kwencji umozliwia okreslenie liczby ich kopii w komorce.

Zazwyczaj w badaniu stosowane sg co najmniej 3-4 se-
kwencje STR specyficzne dla kazdego z analizowanych chro-
mosomdw. W doswiadczonych juz w stosowaniu QF-PCR la-
boratoriach, czulos¢ tej metody diagnostyki najczestszych
aneuploidii wynosi 100% [33, 34, 35].

Wyniki nieinformacyjne lub niepowodzenie badania z in-
nych przyczyn zdarzaja si¢ rzadko, odpowiednio w ~2%
10,09% badan [30, 31].
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Ostatnig 1 najnowsza sposrdd metod stosowanych w pre-
natalnej diagnostyce najczgstszych aneuploidii jest technika
MLPA. W badaniu ta metoda wykorzystywana jest rowniez
technika PCR. Umozliwia ona ilosciowa oceng¢ okoto 40 roz-
nych sekwencji DNA w jednym badaniu. Dostgpne komercyj-
nie zestawy zawieraja specyficzne sondy identyfikujace chro-
mosomy 13, 18, 21 oraz X i Y. Sondy te zawieraja dwa fluore-
scencyjnie znakowane oligonukleotydy hybrydyzujace do sa-
siadujacych miejsc w okreslonej sekwencji badanego DNA.

Po potaczeniu zhybrydyzowanych sond przez ligazg naste-
puje ich powielenie w reakcji PCR. Amplifikacja sond uzalez-
niona jest wigc od obecnosci specyficznych sekwencji DNA
w badanej probcee. Pomijajac techniczne szczegoty samej reak-
¢ji powielania i uzyskiwanych w ten sposdb produktow kazdy
z nich jest izolowany i oceniany iloSciowo w oparciu o jego
dtugos¢ i1 intensywnos¢ fluorescencji. Wzglgdna ilos¢ produk-
tow jest proporcjonalna do liczby kopii badanych sekwencji
DNA, a wigc do liczby badanych chromosomoéw w komoree.

Wyniki dotychczasowych badan diagnostycznych tq meto-
da sa zachecajace (czutos¢ 100% 1 specyficznos¢ 99,8%) ko-
nieczne jest jednak dalsze gromadzenie informacji o wiarygod-
nosci 1 skutecznosci tej metody diagnostyki aneuploidii [36,
37, 38].

Omodwione metody prenatalnej identyfikacji najczestszych
aneuploidii maja poréwnywalng skuteczno$¢ i wiarygodnosc
diagnostyczna, natomiast metody QF-PCR 1 MLPA wymaga-
ja mniejszych nakladow finansowych, umozliwiaja wykony-
wanie wigkszej liczby badan jednoczesnie, sa tez mniej praco-
chtonne niz FISH (Tabela I).

Tabela I. Poréwnanie metod diagnostyki aneuploidii
w niehodowanych komorkach ptynu owodniowego [38].
(nw = nie wiadomo)

Metoda FISH QF-PCR MLPA
Liczba markeréw DNA badanych 1 3-4 8
dla kazdego chromosomu (13, 18, 21)
Liczba markeréw DNA badanych dla 1 1 4
chromosoméw X i Y
Zalezno$¢ wyniku od informacyjnosci nie tak nie
badanych markeréw DNA
Liczba probek, ktore moga by¢ ~10 do 96 do 96
badane jednoczesnie
Mozliwos¢ automatyzacji badania nie tak tak
Koszty materiatowe/badanie ( Euro) 50 14 12
Identyfikacja mozaikowosci tak tak nb
chromosomowe;j
Identyfikacja triploidii 69, XXX tak tak nie
69, XXY tak tak nw
69, XYY tak tak nw
Identyfikacja w badanej probce tylko gdy tak nw
komorek matki ptod XY

Istotng zaleta techniki MLPA jest mozliwos¢ analizy
znacznie wigkszej, niz przy zastosowaniu metody FISH a tak-
ze QF-PCR, liczby loci w analizowanych chromosomach.
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W badaniach metoda QF-PCR zdarzaja si¢ takze przy-
padki nieinformacyjnosci stosowanych polimorficznych mar-
kerow DNA. Problemem dla metody MLPA jest natomiast
identyfikacja triploidii.

Podsumowujac ta pobiezng z koniecznosci charakterysty-
ke metod szybkiej diagnostyki aneuploidii mozna stwierdzic,
ze kazda z nich spetnia kryteria metody diagnostycznej odpo-
wiedniej dla badan prenatalnych. Walory technik QF-PCR
oraz MLPA sprawiaja, ze zastgpuja one FISH w znacznej czg-
$ci europejskich laboratoridw cytogenetycznych.

Na zakonczenie tego rozdziatu nie mozna nie wspomnieé
o dynamicznie rozwijajacej si¢ od kilku lat technice porow-
nawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy (aCGH —
array based comparative genome hybridization) [39, 40, 41].

W metodzie tej porownywana moze byc¢ liczba kopii do-
wolnej sekwencji DNA badanego do DNA referencyjnego.
Umozliwia ona identyfikacje kazdego niezrownowazenia
(aneuploidii, delecji czy duplikacji) z rozdzielczoscia 10-1000-
krotnie przewyzszajaca ta uzyskiwana w prazkowej analizie
kariotypu.

Mozliwo$¢ jednoczasowej analizy setek tysigcy loci geno-
mu stawia t¢ technike ponad wszystkimi stosowanymi dotych-
czas metodami diagnostyki aberracji chromosomowych.

Metoda ta zostata juz zastosowana do retrospektywnej,
prenatalnej oceny kariotypu [42, 43].

Jednak mimo ogromnego potencjalu badawczego tej me-
tody analizy genomu istnieje takze wiele problemdw interpre-
tacyjnych uzyskiwanych wynikow.

Chociaz szersze omowienie tej metody diagnostycznej po-
zostaje poza zakresem tego opracowania, to biorac pod uwa-
ge¢ jej niezwykte mozliwosci badawcze mozna przypuszczac, ze
w przysztosci metoda ta zastapi wigkszo$¢ stosowanych obec-
nie metod diagnostycznych.

Wartos¢ diagnostyczna testow
na aneuploidie w kontekscie ryzyka
niewykrycia innych aberracji

Ocena przydatnosci klinicznej metody szybkiej identyfika-
¢ji najczestszych aneuploidii w badaniach prenatalnych musi
uwzglegdnia¢ nie tylko omdwione juz aspekty skutecznosci
1 wiarygodnosci diagnostyki tych aberracji ale takze wielkos¢
ryzyka nie wykrycia innych niz aneuploidia aberracji chromo-
somowych.

Oceny takiej dokonywano retrospektywnie w oparciu
o wyniki analizy kariotypu lub badan, w ktérych stosowano
testy na aneuploidig.

Analizy duzych grup badanych (~18000-146000 badan)
wskazuja, ze przecigtnie okoto 30%-40% aberracji wykrywa-
nych w badaniu kariotypu nie moze by¢ i nie jest stwierdzana
testem na aneuploidi¢ [3, 4, 33, 44].

Ryzyko cytogenetyczne wynosi okoto 1% dla wszystkich
inwazyjnych badan prenatalnych nie uwzgledniajac réznych
grup wskazan do tych badan, a 0,4% niezidentyfikowanych
aberracji moze Iaczy¢ si¢ z powaznymi skutkami klinicznymi
[44, 45].

Dane te pochodza z 142605 badan prenatalnych wykona-
nych w 23 laboratoriach brytyjskich oraz z przegladu pisSmien-
nictwa obejmujacego 233496 badan wykonanych metoda
FISH lub QF-PCR w réznych laboratoriach na $wiecie.
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Z badan brytyjskich wynika takze, ze czgstos¢ niewykry-
tych testem na aneuploidi¢ aberracji jest znacznie wyzsza
w badaniach komorek trofoblastu niz ptynu owodniowego
(odpowiednio 1/40 i 1/100 badan). Aberracje zwigzane z nie-
prawidlowym fenotypem stanowity odpowiednio 45% i 30%
wszystkich nierozpoznanych nieprawidtowosci.

Ryzyko cytogenetyczne prenatalnych testow na aneuplo-
idi¢ zalezy w duzym stopniu od wskazan, ktore zadecydowaty
o wykonaniu tych testow. Niestety stosunkowo niewiele jest
publikacji, w ktérych ten fakt zostal uwzgledniony w ocenie
tego ryzyka [4, 12, 31, 35].

Retrospektywna analiza ponad 27000 badan prenatalnych
wykazata, ze odsetek aberracji chromosomowych niewykry-
tych metoda FISH, zaleznie od wskazan do tych badan, za-
wiera si¢ w granicach od 21,3-74,6%.

Dla trzech podstawowych wskazan do inwazyjnych badan
prenatalnych, a mianowicie zwigkszonego ryzyka aneuploidii
z powodu wieku lub nieprawidtowych wynikow testow bioche-
micznych w surowicy matki oraz wad plodu stwierdzanych
w badaniu USG wykrywalnos¢ aberracji miesci si¢ w zakresie
70-94,6%. (Tabela II).

Tabela Il. Odsetek aberracji chromosomowych wykrywanych testem na
aneuploidie (metoda FISH) w odniesieniu do wybranych grup wskazan
decydujacych o wykonaniu badania prenatalnego.

Wskazanie do badania Thieniwsp. | Pergament | Lewin i wsp.
2000 [46] | iwsp.2000(5]| 2000 [4]

Wiek matki 93,3 82,0 94,6
Nieprawidfowy wynik testu
biochemicznego w surowicy 73,6 70,0 86,4
matki
Wady pfodu stwierdzone 93,5 89,0 85,3
w badaniu USG

Ogilvie 1 wsp. (2005) ocenili na podstawie wynikow 32,674
badan prenatalnych wykonanych gtownie z powodu ryzyka
zespolu Downa (ustalonego na podstawie wieku i wynikow te-
stow biochemicznych), ze ryzyko nie wykrycia aberracji o po-
waznych skutkach klinicznych wynosi 1 na 1659 (0,06%) —
1/833 (0,12%) badan [35].

Whikliwa analiza dotyczaca przydatnosci klinicznej pre-
natalnych testow na aneuploidi¢ dokonana w opracowaniu
Grimshaw 1 wsp. wskazuje, ze w badaniach wykonanych tymi
metodami w grupie niskiego ryzyka genetycznego (ocenione-
go na podstawie wieku i testow biochemicznych) 2,7 aberracji
na 1000 badan pozostalaby niewykryta [2]. W przypadku wy-
sokiego ryzyka (wynikajacego z nieprawidiowych wynikéw
badania USG lub z wywiadu rodzinnego) dziesigciokrotnie
wiecej aberracji (26/1000 badan) bytaby niezidentyfikowana.
Z kolei w innych badaniach wykonanych w 17.466 probkach
trofoblastu z powodu nieprawidiowego NT wykazano, ze
97,9% wszystkich aberracji zostata by rozpoznana. Gdyby jed-
nak test na aneuploidi¢ stosowano tylko w przypadkach,
w ktorych wartos¢ NT jest mniejsza niz 4mm, a przy wiek-
szych wartosciach NT oceniano petny kariotyp, to wykrywal-
nos¢ aberracji testem na aneuploidi¢ wzrosta by do 99% [12].
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Wybér algorytmu postepowania
diagnostycznego - aspekty kliniczne
i ekonomiczne

Debata nad okresleniem nowego standardu postgpowania
diagnostycznego w ciazach ryzyka genetycznego zapoczatko-
wana zostala rozwojem nowych metod diagnostycznych
umozliwiajacych szybka identyfikacje aneuploidii, a wige tych
aberracji chromosomowych, ktore w badaniach prenatalnych
stwierdzane sa najczesciej. Zgromadzone juz doswiadczenie
w stosowaniu tych metod diagnostycznych, wprowadzanie no-
wych metod badawczych, a takze coraz doskonalsze nieinwa-
zyjne metody oceny ryzyka aneuploidii sprawily, ze intensyw-
no$¢ dyskusji przybrata na sile. Najbardziej zaawansowane
w diagnostyce prenatalnej kraje, w ktorych wykonywane sa
dziesiatki tysigcy badan prenatalnych rocznie podejmuja decy-
zje o wprowadzeniu do praktyki zmiany dotychczasowego al-
gorytmu postepowania diagnostycznego. Przyktadem moze
by¢ Wielka Brytania, w ktérej Narodowy Komitet do Badan
Przesiewowych juz w 2004 roku zalecit, aby we wszystkich
przypadkach badan wykonywanych ze wzgledu na zwigkszo-
ne ryzyko zespotu Downa prenatalng oceng kariotypu zasta-
pi¢ (i nie refundowac jej ze srodkéw panstwowych) testami na
aneuploidi¢ chromosomow 13, 18 i 21. Zalecenia te zostaly
jednak poddane krytyce i odrzucone [44].

Dotychczas, w wigkszosci laboratoridow stosujacych meto-
dy szybkiej diagnostyki aneuploidii wykonywano rownolegle
takze petng oceng kariotypu pfodu. Obecnie chodzi o okresle-
nie kryteriéw i zasad stosowania testow na aneuploidi¢ jako
jedynego badania diagnostycznego.

W rozwazaniach nad optymalizacja procedury diagno-
stycznej aberracji chromosomowych w ciazach ryzyka gene-
tycznego konieczne jest znalezienie kompromisu pomiedzy
ograniczeniami diagnostycznymi réznych metod badawczych,
oczekiwaniami pacjentdéw, oraz kosztami zaréwno ekono-
micznymi jak tez spotecznymi proponowanego algorytmu dia-
gnostycznego.

Optymalnym z punktu widzenia pacjenta rozwigzaniem
bytoby stosowanie w kazdym badaniu prenatalnym zaréwno
szybkiego testu na aneuploidig¢ jak i pelnej oceny kariotypu
ptodu. Umozliwia ono szybkie wykluczenie aneuploidii (triso-
mii 21, 13,18), ktorej ryzyko jest najczesciej wskazaniem do
badania i ktéra manifestuje si¢ powaznymi skutkami klinicz-
nymi. W niektérych przypadkach, pozwala takze na stwier-
dzenie dzigki ocenie kariotypu plodu, innych aberracji takich
jak strukturalne aberracje chromosoméw plci, translokacje
1inwersje oraz chromosomy markerowe. Prenatalne stwierdze-
nie tych nieprawidiowosci a nastepnie ustalenie ich pochodze-
nia (rodzicielskiego Iub de novo) identyfikuje rodziny ryzyka
genetycznego.

Oponenci wykonywania obu metod diagnostycznych ar-
gumentuja, ze przypadkowe w istocie stwierdzenie tych aber-
racji w badaniach prenatalnych wprowadza niepotrzebny stres
dla cigzarnej, a czgsto takze nieuzasadnione medycznie zakon-
czenie cigzy. Wynika to z faktu, ze skutki kliniczne tych aber-
racji s czgsto trudne do przewidzenia. Ogdlne ryzyko powaz-
nych skutkow klinicznych w tych przypadkach szacowane jest
na 5-15% [47]. Tak wigc z etycznego punktu widzenia ,,wie-
dzie¢ wigcej nie musi byc¢ lepsze niz wiedzie¢ mniej” [45].
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Ponadto podaje sig, ze 70% istotnych klinicznie aberracji,
ktdre nie mogg by¢ wykryte testem na aneuploidi¢ manifestu-
je si¢ nieprawidtowosciami w badaniu ultrasonograficznym
[31]. Tylko w takich wigc przypadkach uzasadnione jest doko-
nanie oceny kariotypu ptodu. Jesli jednak kryterium koniecz-
nym do oceny kariotypu jest stwierdzenie nieprawidtowosci
w badaniu USG, to nie mozna poming¢ wynikdéw badan do-
tyczacych skutecznosci tej metody rozpoznawania wad ptodu.
Z wieloosrodkowych badan amerykanskich wynika, ze tylko
16,6% duzych wad wykrywana jest przed 24 tygodniem ciazy.
Nowsze badania wskazuja, ze odsetek ten wynosi 48% [49].

Inny argument, podnoszony przez zwolennikéw wykony-
wania tylko testu na aneuploidi¢ w badaniach prenatalnych,
dla ktérych wskazaniem jest zwigkszone ryzyko aneuploidii,
to kryteria przyjete przez Swiatowa Organizacje Zdrowia dla
badan przesiewowych. Wykonywanie kariotypu we wszyst-
kich badaniach prenatalnych tych kryteriow nie spetnia [35].

Istotnym, zwlaszcza dla panstwowych systemow opieki
zdrowotnej i czgsto podnoszonym argumentem przeciwko pet-
nej ocenie kariotypu we wszystkich badaniach prenatalnych
jest duzy koszt tego badania. Ocenia sig, ze test na aneuploidi¢
jest tanszy niz petna ocena kariotypu $rednio o 72% gdy wy-
konywany jest metoda QF-PCR (przy 5000 badan rocznie)
10 50% gdy stosowana jest technika FISH [12, 46].

Z szacunkow kosztow badan prenatalnych z zastosowa-
niem techniki FISH jako metody diagnostyki aneuploidii oraz
kosztow leczenia patologii niewykrytej z powodu zaniechania
pelnej oceny kariotypu wynika jednak, ze rachunek ekono-
miczny nie jest jednoznaczny i zalezy od punktu spojrzenia na
ten problem [3].

Oszacowano mianowicie, ze koszty leczenia polowy nie-
rozpoznanych przypadkow aberracji chromosomowych (tych
o powaznych skutkach klinicznych), ktore przyjeto jako réw-
ne kosztom leczenia zespotu Downa, sa S5-krotnie wyzsze niz
oszczednosci na zaniechaniu peltnej oceny kariotypu. Wpraw-
dzie autorzy zastrzegaja, ze sg to tylko szacunki i nalezy je
traktowac z ostroznoscia, niemniej jednak warto zwroci¢ uwa-
g¢ 1 na ten aspekt wyboru algorytmu postgpowania diagno-
stycznego.

Z bardzo wnikliwej 1 wszechstronnej brytyjskiej analizy
kosztéw badan prenatalnych z pelna ocena kariotypu oraz
z zastosowaniem techniki FISH lub QF-PCR do diagnostyki
aneuploidii wynika, ze dla laboratoriow wykonujacych 1000
badan rocznie diagnostyka aneuploidii jest o 50% tansza niz
ocena kariotypu [2].

Koszty badan zaleza w duzym stopniu od liczby wykony-
wanych badan i wyposazenia aparaturowego laboratorium.
W przypadku badan metodq FISH najwigksza czgs¢ kosztu
stanowig materialy (sondy molekularne), dla QF-PCR - apa-
ratura, a w przypadku oceny kariotypu — praca cytogenetyka.
Generalnie, dla matych laboratoriow ekonomicznie korzyst-
niejsze jest stosowanie techniki FISH, dla duzych za$ metody
QF-PCR.

Znakomitg 1 przemawiajaca do wyobrazni ilustracja wyz-
szosci ekonomicznej testu molekularnego nad klasyczna cyto-
genetyka jest ocena wielkosci zatrudnienia niezbednego do
wykonania 12.000 badan diagnostycznych rocznie. Az 30 0s6b
potrzeba do oceny takiej liczby kariotypow i tylko 4 do wyko-
nania testu na aneuploidi¢ metoda QF-PCR [35].
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W ocenie ekonomicznych skutkéw wyboru okreslonego
postgpowania diagnostycznego konieczne jest jednak
uwzglednienie wyniku analizy zaleznosci ,.koszt badania —
efekt” W cytowanych juz badaniach brytyjskich, porownano
koszty badan dla réznych wersji algorytmu diagnostycznego
z ich skutecznoscig diagnostyczng (mierzong liczba niewykry-
tych aberracji) przy zalozeniu, ze laboratorium wykonuje 1000
badan rocznie. Stwierdzono, ze nie ma idealnego rozwigzania.
Najnizszy koszt badan przy stosunkowo malym ryzyku
nierozpoznania aberracji (2,5 przypadki na 1000 badan)
uzyskano wtedy, gdy test na aneuploidi¢ metoda QF-PCR
stosowano we wszystkich badaniach a kariotyp oceniano
tylko w przypadkach wysokiego ryzyka aberracji.

W laboratoriach wykonujacych 450 badan rocznie najko-
rzystniejsze ekonomicznie i diagnostycznie byto dokonywanie
oceny kariotypu we wszystkich badaniach. Szacunek zalezno-
sci ,,koszt-efekt” ustalany na podstawie kosztu badan, ktore
musza by¢ wykonane aby stwierdzi¢ jedna aberracj¢ chromo-
somowa o powaznych skutkach klinicznych, byl korzystniej-
szy dla testow na aneuploidi¢ (niezaleznie od metody) niz dla
oceny kariotypu. Autorzy tego opracowania wnioskuja, ze
najkorzystniejsze byloby stosowanie testow na aneuploidig¢
tylko w ramach narodowego programu przesiewowego dla ze-
spotu Downa.

Kolejny aspekt, ktéry nie powinien by¢ pominigty w dys-
kusji dotyczacej algorytmu postgpowania diagnostycznego
dla prenatalnych badan cytogenetycznych to poglad samych
zainteresowanych na oferowane mozliwosci diagnostyczne.
Z badan brytyjskich wynika, ze 67% kobiet opowiada si¢ za
testem na aneuploidie, 32% za$ za kariotypem [2].

Roéwniez 40% ginekologéw wybiera test na aneuploidig,
podczas gdy tylko 9% opowiada si¢ za ocena kariotypu.
Pozostali byli niezdecydowani (27%) lub pozostawiali decyzje
kobietom (24%).

Podsumowujac rozwazania na temat réznych aspektow
zmiany dotychczasowego ,,ztotego standardu” (oceny karioty-
pu we wszystkich badaniach) na nowy, wykorzystujacy testy
na aneuplodi¢, mozna przyjac¢ za Leungiem i Lao, ze uzasad-
niony mogltby by¢ przedstawiony ponizej algorytm inwazyjnej
diagnostyki prenatalnej [45]. W przypadkach zwigkszonego
ryzyka aneuploidii okreslanego na podstawie wieku i réznych
badan przesiewowych (w surowicy matki/USG), przy braku
nieprawidtowosci ptodu w badaniu USG wystarczajace byto-
by zastosowanie jednego z dostgpnych testow molekularnych
na trisomi¢ chromosomow 13, 18 1 21. Stwierdzenie wad
wskazujacych na zespdt Turnera bytoby wskazaniem do wy-
konania testu na aneuploidi¢ chromosomow X 1Y, a obecnos¢
innych wad ptodu w badaniu USG decydowataby o wykona-
niu pelnej oceny kariotypu. Taki algorytm postgpowania dia-
gnostycznego oparty jest jednak na zatozeniu, ze powazne
skutki kliniczne aberracji chromosomowych zawsze manife-
stuja si¢ wadami stwierdzanymi we wczesnym okresie ciazy.
Zaktada tez odpowiedni standard badan ultrasonograficznyc-
h w wigkszosci osrodkow wykonujacych te badania.

Bezwzglegdnym natomiast wskazaniem do petnej oceny ka-
riotypu plodu (niezaleznie od wyniku badania USG) powinna
byc¢ obecnos¢ zrownowazonej aberracji chromosomowej u jed-
nego z rodzicow oraz wywiad rodzinny wskazujacy na wyso-
kie ryzyko aberracji chromosomowe;j.
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Podsumowanie

Opracowanie optymalnego, uwzgledniajacego nowocze-
sne mozliwosci badawcze cytogenetyki i biologii molekular-
nej, algorytmu postegpowania diagnostycznego dla inwazyj-
nych badan prenatalnych, wbrew pozorom, nie jest latwe.
W duzym stopniu decyduje o tym charakter tych badan. Jesli
jednak przyjac, ze wynik badania powinien by¢ adekwatny do
wskazania i odpowiada¢ na pytanie zawarte w skierowaniu na
badanie to sprawa staje si¢ prostsza. Mozna bowiem przyjac,
ze skoro wigkszos¢ badan wykonywana jest ze wzgledu na
zwigkszone w stosunku do populacyjnego ryzyko aneuploidii,
to wykonanie testu umozliwiajacego jej wykrycie jest wystar-
czajace do wykluczenia lub potwierdzenia obecnosci u pfodu
tego typu aberracji. Pacjentki musza by¢ jednak informowane
o istocie tych badan i ich ograniczeniach diagnostycznych.
W przypadku badan wykonywanych z innych wskazan nalezy
dokonywac pelnej oceny kariotypu.

Na zakonczenie trzeba takze podkresli¢, ze kazde labora-
torium wprowadzajace nowa metode diagnostyczna nie moze
jej stosowac jako jedynej metody, dopoki nie nabierze odpo-
wiedniego doswiadczenia w jej stosowaniu i nie uzyska odpo-
wiedniego dla badan prenatalnych poziomu skutecznosci
1 wiarygodnosci wynikow.
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Streszczenie
Ponad 30 typow HPV jest odpowiedzialnych za zakazenia uktfadu ptciowego. Infekcja moze przebiega¢ w postaci
jawnej klinicznie, subklinicznej lub utajonej. Widoczna klinicznie forma zakazenia HPV sa kiykciny konczyste
najczesciej powodowane przez typy 6 i 11 HPV, a pojawiajace sie w obrebie sromu, szyjki macicy, pochwy, cewki
moczowej oraz odbytu.
Onkogenne typy HPV 16,18,31,33 i 35 wykrywane sa rowniez w obrebie kfykcin konczystych i zwiazane z pow-
stawaniem $rodnabfonkowej neoplazji sromu (VIN), szyjki macicy (CIN) oraz odbytu (AIN).
Czestos¢ wystepowania zakazeri HPV w postaci kfykcin konczystych dotyczy okofo 1% seksualnie aktywnych
dorostych, 15% ma subkliniczne lub utajone objawy infekgji, a prawie 80% byfo zakazonych jednym lub wiecej
typem wirusa HPV. Najwyzszy odsetek czestosci zakazen obserwuje sie u 0sob w wieku 18-28 lat.
W obrebie ostatnich 20 lat widoczny jest staty wzrost czestosci zakazen, ktdry w podobnym stopniu dotyczy rowniez
kobiet ciezarnych. W okresie ciazy kiykciny korczyste moga ponadto proliferowa¢ ze wzgledu na zmieniona akty-
wnos¢ ukfadu immunologicznego oraz zwiekszony doplyw krwi. Leczenie ktykcin w ciazy moze obejmowac krioter-
apie, elektrokauteryzacje, leczenie laserem lub stosowanie kwasu trojchlorooctowego.
W pracy przedstawiono opis przypadku wystapienia ktykcin konczystych zwigzanych z infekcja HPV u ciezarnej w Il
i lll trymestrze ciazy oraz analize zastosowanego leczenia.
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