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Wybrane zagadnienia dotyczgce badan nad
wolnokragzgcym materiatem genetycznym ptodu
_ w Swietle doniesien prezentowanych na IV
Srodkowo-Wschodnim Europejskim Sympozjum
na temat wolnokrazacych kwaséw nukleinowych

w nieinwazyjnej diagnostyce prenatalnej

Selected aspects of research concerning free fetal genetic material in the
light of reports from “4th Central Eastern European Symposium on free
nucleic acids in non-invasive, prenatal diagnosis”
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Poszerzajaca sie wiedza o wolnokrazacych
kwasach nukleinowych ptodu w krwioobiegu ko-
biety ciezarnej, ich potencjalnym wykorzystaniu
w diagnostyce i1 o postepach technologii umozli-
wiajacych badanie tego materiatu stafa sie punktem
wyjScia dla zorganizowania spotkan specjalistow
z tej dziedziny w ramach Srodkowo-Wschodniego
Europejskiego Sympozjum na temat wolnokra-
zacych kwasow nukleinowych w nieinwazyjne;j
diagnostyce prenatalnej (Central Eastern European
Symposium on Free Nucleic Acids in Non-invasive
Prenatal Diagnosis). W dniach 25-26 maja 2016 ro-
ku w chorwackim Splicie odbylo sie czwarte spot-
kanie tej grupy. Kolejne sympozjum planowane jest
na 2018 rok w Debreczynie na Wegrzech.

Sympozjum dotyczylo réznych aspektow
badania wolnokrazacych kwaséw nukleinowych
plodu w krwioobiegu ciezarnych. Jak wiadomo,
poczatkowo badania pozakomorkowego DNA plo-
dowego w osoczu matki (cff-DNA, cell free fetal
DNA) skupialy sie na badaniach ciezarnych z prze-
ciwciatami do antygendéw komorek krwi w celu
okreslenia grupy krwi dziecka i oszacowania ryzyka

wystapienia konfliktu serologicznego miedzy matka
a plodem lub na badaniach ciezarnych Rh-ujemnych
bez przeciwcial do Srodcigzowe) kwalifikacji do
immunoprofilaktyki anty-D. Jednakze dynamicz-
ny rozwdj badan nad tym materialem w ostatnich
latach doprowadzit do opracowania licznych badan
prenatalnych dotyczacych innych aplikacji, takich
jak wykrywanie mikrodelecji, delecji, choréb mo-
nogenowych lub sprzezonych z plcig czy aberracji
genomowych, w tym z uzyciem testow komer-
cyjnych do nieinwazyjnych przesiewowych badan
aneuploidii plodu. Cze$¢ wykladow prezentowa-
nych w ramach czwartego sympozjum dotyczyla
aktualnego stanu wdrozenia 1 wykorzystywania
testow wykrywajacych najbardziej powszechne
aneuploidie ptodu w laboratoriach diagnostycznych
krajow Europy Srodkowej i Wschodnie;.

Na wykladzie otwierajacym profesor Y Lo za-
prezentowal najnowsze obserwacje dotyczace diag-
nostyki ptodu opartej na cff-DNA. Kwas deoksyry-
bonukleinowy (DNA, deoxyribonucleic acid) krazacy
W osoczu ciezarnej pochodzi z czterech zrodet
— gléwnie z frakcji neutrofili oraz frakcji limfocytow,
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komorek watroby 1 z tozyska. Udzial procentowy
tych frakcji zmienia sie w czasie cigzy na korzySc
cff-DNA pochodzacego z komorek tozyska z 10%
w pierwszym trymestrze do 40% w trzecim, przy
malejacym udziale DNA z watroby (z 10% do 2%)
1 neutrofili (z 60% do 40%). Badacze przedstawili
przypadek ciezarnej, u ktorej test DNA z osocza
wykazat falszywie aneuploidie u ptodu, ktora byta
wynikiem wystepowania u matki chtoniaka grudko-
wego (follicular lymphoma) z frakcja limfocytow B
ze zmieniong liczbg kopii chromosoméw. Mierzone
w teScie DNA osocze pochodzito gtéwnie z frakcji
limfocytow obarczonych ta aberracja. Badacze
postulowali konieczno$§¢é wprowadzenia identyfi-
kacji zrodta badanego DNA osoczowego (poprzez
tzw. plasma DNA tissue mapping) dla wykluczenia
mozliwosci uzyskania falszywych wynikow ge-
netycznych plodu. Podobne zmiany w udziatach
frakcji wolnokrazacego DNA w osoczu stwierdzono
u 0s6b z chorobami autoimmunologicznymi, takimi
jak toczen rumieniowaty ukiadowy (SLE, systemic
lupus erythematosus) lub u pacjentdw z nowotworem
watroby (hepatocellular carcinoma).

Podsumowujac — obok zjawiska zanikajacego
brata blizniaka i mozaikowatoS$ci fozyska takze waria-
cje liczby kopii (CNVs) w chorobach nowotworowych
lub mozaikowato$ci matki moga by¢ zZrodlem fatszy-
wych wynikow spotykanych w diagnostyce prena-
talnej opartej na DNA wyizolowanym z osocza [1].

Szczegoblnie ciekawa grupe wykladow sta-
nowily prezentacje zwiazane z identyfikacja roz-
nych czasteczek kwasow nukleinowych krazacych
w krwioobiegu jako biomarkerow wystapienia
chorob okresu cigzy, patologii plodu czy chor6b
ciezarne;j.

Zespo6l czeski zaprezentowal prace dotyczaca
badania poziomu informacyjnego kwasu rybonu-
kleinowego (mRNA, messenger ribonucleic acid)
biatek szoku cieplnego (HSP, heat shock protein):
Hsp27, Hsp60, Hsp70, Hsp90, HspBP1, wykonang
technikg real-time PCR w eluacie kwasow nukle-
inowych z osocza ponad 100 ciezarnych z grupy
z nadci$nieniem indukowanym cigza, preeklampsja
lub hipotrofia wewnatrzmaciczna IUGR, intrauteri-
ne growth restriction). Biatka HSP reguluja homeo-
staze komorki 1 w warunkach fizjologicznych maja
niskie stezenie, lecz w cigzy ich stezenie wzrasta
pod wplywem czynnikéw prozapalnych, stresu
oksydacyjnego lub uszkodzenia komorek watroby.
Badacze zaobserwowali istotne statystycznie pod-
wyzszenie ekspresji Hsp70 w grupie ciezarnych
z preeklampsjg 1 postulowali mozliwo§¢ zastoso-
wania tego markera jako wskaznika odpowiedzi na
stres w tym stanie patologicznym [2].

Poszukiwanie biomarkerow ulatwiajacych
wczesng diagnostyke prenatalng skupia sie w ostat-
nich latach na badaniach mikro-RNA (miRNA)
— krotkich, niekodujacych molekul, ktore zaan-
gazowane sg w regulacje ekspresji genow w or-
ganizmach eukariotycznych poprzez parowanie
do transkryptow mRNA 1 wplyw na proces ich
transkrypcji lub degradacji. Czasteczki miRNA
licza 18-25 nukleotydéw, opisano ponad 2 tys. ich
sekwencji, s oporne na dziatanie rybonukleazy
(RNAzy), zamrazanie 1 zmiany wspoczynnika pH,
a rozne typy komorek maja swoj specyficzny profil
ekspresji 200-600 rodzajow miRNA. Molekuty
miRNA pochodzace z tozyska lub komoérek ptodu wy-
krywa sie takze w krwioobiegu matki; kwas ten moze
postuzy¢ jako nowy material bedacy wskaznikiem
prognostycznym wystapienia cigzy patologiczne;.

Zespot czeski jako przyklad zaprezentowal wy-
niki badan przesiewowych prowadzonych w pierw-
szym trymestrze w kierunku wykrywania ciaz
zagrozonych wystgpieniem nadci$nienia induko-
wanego cigza na podstawie profilu kilku miRNA
z chromosomu 19 (miR: 516-5p, 517, 518a, 520a,
520h, 525, 526a) specyficznych dla tozyska, a wy-
krywanych takze w krwioohiegu matki. Badacze
przebadali technikg real-time PCR poziom ekspresji
miRNA w osoczu ciezarnych chorych i1 zdrowych
oraz wykazali istotnie podwyzszony poziom miR-
NA, a zwlaszcza miR-520h, ktorego pozytywna
warto$¢ predykcyjna wynosita 84% przy 7-procen-
towym poziomie falszywie pozytywnym [3].

Natomiast zespot wegierski przedstawil prace
dotyczaca identyfikacji miRNA, ktore zwiazane sg
z regulowaniem mechanizmow patogenezy pre-
eklampsji — choroby wystepujace] w 3-8% ciaz
na Swiecie. Poprzez badania wlasne oraz analize
bioinformatyczng dostepnych baz danych doty-
czacych profili ekspresji miRNA 1 mRNA lozyska
w zdrowych i chorych cigzach badacze opracowali
sie¢ zalezno$ci ekspresji miRNA z mRNA dla
52 genéw ltozyska i 33 rodzajéw miRNA oraz zi-
dentyfikowali kilka mechanizmow ich regulacji [4].

W kolejnej prezentacji zespot wegierski omowit
badania miRNA w osoczu kobiet ciezarnych nosza-
cych piod z wrodzong chorobg serca (CHD, congenital
heart disease) w porownaniu do grupy kontrolnej.
Analiza ekspresji miRNA technikg iloSciowego real-
-time PCR z zastosowaniem dobranego panelu 84 ge-
now (w tym 60 ulegajacych ekspresji w komorkach
tozyska), specyficznego dla chor6b kardiologicznych,
wykazala istotnie podwyzszone stezenie miR: let-
-7c, let 7e, 100, 199a, 423 — zar6wno w osoczu
ciezarnych, jak i w probkach komorek serca plodow
chorych wzgledem grupy kontrolnej. Wykryto istotna
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statystycznie korelacje miedzy wiekiem cigzy a wzra-
stajacym stezeniem miRNA w grupie chorej 1 brak
tej tendencji w grupie kontrolnej [5].

Z punktu widzenia rozwoju technologii stuzace;j
do badania DNA ptodowego — od 1997 roku roz-
poczela sie era techniki real-time PCR. Jednakze
ograniczenia tej metody byly puntkem wyjscia do
rozwoju ery sekwencjonowania nastepnej generacji
(NGS) dominujacej od 2011 roku na rynku badan
przegladowych aneuploidalno$ci. Badacze wegier-
scy wskazali jednakze, ze do badan rzadkich chor6b
monogenowych plodu, takich jak achondroplazjia lub
cystis fibrosis (1 : 2000), ogromna pojemnos¢, koszty
1 czas badan technologiag NGS sa nieuzasadnione i od
2015 roku nadchodzi era cyfrowego PCRu (digital
PCR), czyli powrotu do odmiany techniki real-time
PCR, szczego6lnie przydatnej do badan w niskiej
skali w medycynie spersonalizowanej. Technika
ta pozwala takze na prosty pomiar iloSci materiatu
plodu. Autorzy zaprezentowali schemat protokolu
badan cff-DNA, w ktorym technika digital PCR
zliczali odsetek DNA plodu na podstawie pomiaru
niestrawionej sekwencji genu RASSFIA, 1 jako
minimalny prég frakcji piodowej w badanej probce,
niezbedny dla otrzymania wiarygodnych wynikow
badan patologii ptodu, wyznaczyli 4% [6].

Z kolei ciekawe prace nad opracowaniem mi-
krotestow do wykrywania cff-DNA zaprezentowat
zespol hiszpanski. Opracowywane przez nich ba-
danie ma stuzy¢ jako test przesiewowy do wykry-
wania genu RHD plodu u kobiet RhD-ujemnych
z rownoleglym potwierdzeniem obecnoS§ci materiatu
plodowego w probce przez wykrycie niestrawionej
sekwencji genu RASSFI1A ptodu. W ramach pro-
jektu EU/ANGELAB (A New GEnetic LABoratory
for non-invasive prenatal diagnosis) badacze wy-
standaryzowali urzadzenie typu lab-on-a-chip do
przeprowadzania reakcji trawienia enzymatycznego
oraz amplifikacji veal-time PCR w ukladzie mikroflu-
idowym o niskiej objetosci reakcji z mrozonymi lub
wysuszonymi odczynnikami. Autorzy zoptymalizo-
wali protokol trawienia z zastosowaniem roéwnoczes-
nie trzech enzymow restrykceyjnych i 3,5-godzinne;j
inkubacji dla 25ul eluatu DNA z osocza oraz reakcje
amplifikacji w tripleksie eksonow 51 7 genu RHD
oraz genu RASSFIA w 5ul oraz w 9,8 ul eluatu DNA
(izolowanego zestawem Chemagic Viral Nucleic
Acids Kit); z sukcesem zaadaptowali test na format
lab-on-a chip [7, 8].

Zespo6l badaczy ze Stowacji zaprezentowal
standaryzacje protokolu wykrywania genu RHD
plodu u kobiet RhD-ujemnych w pierwszym i dru-
gim trymestrze ciazy z 50 ul DNA izolowanego
z osocza zestawem QIAamp DSP Virus Kit (Qia-

gen) przez amplifikacje eksonow 7110 genu RHD
technika real-time PCR oraz genow kontrolnych
hemoglobiny HBB 1 SRY z chromosomu Y. Badacze
uzyskali 100% specyficznosci i czutosci reakcji dla
grupy 65 probek osocza [9].

Na sympozjum zaprezentowano prace zespotu
z Zaktadu Immunologii Hematologicznej i Trans-
fuzjologicznej (IHiT) podsumowujaca 15 lat niein-
wazyjnych badan antygenow komorek erytrocytar-
nych i ptytkowych ptodu z cff-DNA wyizolowanego
z osocza kobiet ciezarnych prowadzonych w IHiT,
a takze przedstawiono wyniki najnowszych badan
u ciezarnych z niezgodnoS§ciami serologicznymi
dotyczacymi antygenow plytkowych prowadzonych
technikg sekwencjonowania nastepnej generacji.

Podsumowujac, prace zaprezentowane w ra-
mach sympozjum poszerzaja nasze spojrzenie na
bogactwo czasteczek kwasoéw nukleinowych wol-
nokrazacych w krwioobiegu ciezarnej i pozwalajg
przypuszczac, ze w przyszloSci material ten bedzie
szeroko wykorzystywany we wczesnej diagnosty-
ce prenatanej czynnikow predykcyjnych choréb
okresu ciazy lub patologii ptodu, w tym takze tych
o podiozu immunologicznym.
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