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Streszczenie

Trisomie chromosomdw 21, 18 i 13 nalezg do najczesciej diagnozowanych aberracji chromosomowych u nowo-
rodkow. Obecnie w celu oceny ryzyka ich wystgpienia wykonuje sie badanie ultrasonograficzne oraz testy bioche-
miczne. Stwierdzenie na podstawie testow przesiewowych wysokiego ryzyka trisomii u ptodu jest wskazaniem
do oznaczenia kariotypu klasyczng metodg cytogenetyczng, ktora niesie za sobg potrzebe pobrania materiatu
genetycznego ptodu. Badania inwazyjne (amniopunkcja, biopsja trofoblastu) obarczone sg ryzykiem straty cigzy.
Wykrycie obecnosci wolnego pozakomdrkowego DNA ptodu (cfflDNA — cell free fetal DNA) we krwi matki zapoczat-
kowato szereg badan nad mozliwosciami jego wykorzystania w diagnostyce prenatalnej. cffDNA stanowi jednak
tylko niewielkg czesc catkowitej puli wolnego DNA we krwi matki, dlatego jego analiza jest trudna.

Wprowadzenie metody masywnego rownoleglego sekwencjonowania umozliwito zastosowanie nieinwazyjnych

testow w praktyce klinicznej, a prowadzone w ostatnich latach liczne badania dowiodty skutecznosci metody w
diagnostyce prenatalnej trzech najczesciej wystepujacych trisomii.

Stowa kluczowe: nieinwazyjna diagnostyka prenatalna / plodowe DNA /
/ aberracje chromosomowe / sekwencjonowanie DNA /

Abstract

Trisomy 21, 18 and 13 are the most common trisomies diagnosed in newborns. Screening methods consist of
ultrasound and maternal serum markers. High risk for fetal aneuploidies is an indication for routine karyotyping,
which requires collection of fetal tissue through amniocentesis or chorionic villous sampling. They are invasive
procedures and carry a potential risk of miscarriage. The discovery of cell free fetal DNA (cffDNA) in maternal blood
offered new opportunities for noninvasive prenatal diagnosis.
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The fraction of cell-free fetal DNA in total pool of cell-free DNA in maternal plasma is very low, therefore the analysis
of cffDNA is very challenging. The introduction of massive parallel sequencing has enabled the application of
noninvasive prenatal testing in the clinical practice and a variety of recent studies have proven its high efficacy in

diagnosing common aneuploidies.

Key words: noninvasive prenatal diagnosis / cffDNA / chromosomal aneuploidies /
/ maternal blond / massively parallel sequencing /

Wstep

Trisomie chromosomow 21, 18 1 13 to najczesciej stwierdza-
ne aberracje chromosomowe u noworodkow. Ich obecno$¢ wiaze
si¢ ze zwigkszonym ryzykiem obumarcia wewnatrzmacicznego
ptodu lub zgonu wkrotce po urodzeniu, a takze wadami anato-
micznymi, niepetnosprawnoscia intelektualng oraz zaburzeniami
w dalszym rozwoju dziecka [1]. Pomimo statego rozwoju dia-
gnostyki prenatalnej, wykrywanie tych aneuploidii, szczegolnie
we wezesnym okresie cigzy, stanowi wciaz powazne wyzwanie
dla wspoélczesnego potoznictwa.

Czgsto$¢ wystgpowania aneuploidii chromosomow autoso-
malnych u ptodu wzrasta wraz z wiekiem matki. Dla kobiety 20
- letniej ryzyko wystapienia trisomii chromosomow 21, 18 1 13
w 12 tygodniu ciazy wynosi odpowiednio 1:1000, 1:2500 oraz
1:8000, podczas gdy dla pacjentki 35-letniej ryzyko to wynosi
juz odpowiednio wigcej — 1:250, 1:600 1 1:1800 [2].

Gléwnym narzedziem uzywanym w celu oceny ryzyka wy-
stapienia aberracji chromosomowych u ptodu jest wykonywane
w [ trymestrze ciazy badanie ultrasonograficzne wspomagane
przez wykonanie testow biochemicznych (tzw. testu PAPP-A),
tj. oceng wolnej podjednostki B-HCG i zwigzanego z ciazq biatka
A (ang. pregnancy associated plasma protein — A (PAPP-A)) we
krwi matki [3]. Oba te badania spetniaja rolg badan przesiewo-
wych — sa wykonywane w cigzach potencjalnie zdrowych w celu
wykrycia ewentualnych patologii. Na ich podstawie ocenia sig
u kazdej pacjentki tzw. indywidualne ryzyko aberracji chro-
mosomowych u ptodu. Czuto$¢ badania USG wykonywanego
pomigdzy 11 a 13°tygodniem cigzy w wykrywaniu trisomii 21
jedynie na podstawie wieku matki i przezierno$ci karku ptodu
(ang. nuchal translucency — NT) wynosi okoto 75%. Wykonanie
testu PAPP-A zwigksza czuto$¢ badania do okoto 85-90%, a wy-
niki falszywie dodatnie stanowia 5%. Dodatkowa ocena obec-
nosci kosci nosowej, przeptywu krwi przez przewod zylny lub
przeplywu przez zastawkg trojdzielna podnosi czuto$¢ badania
do 93-96%, przy odsetku wynikow fatszywie dodatnich wyno-
szacym 2,5% [4].

W przypadku stwierdzenia na podstawie testow przesiewo-
wych I trymestru zwigkszonego ryzyka wystapienia aberracji
chromosomowych u ptodu (w Polsce > 1/300) pacjentka powinna
zosta¢ skierowana na badanie inwazyjne, czyli, w zalezno$ci od
wieku ciazowego, na biopsj¢ trofoblastu lub amniopunkcjg [5].
W przeciwienstwie do USG i testu PAPP-A, badania inwazyjne
niosa za soba ryzyko powiktan, w szczegoélnosci ryzyko poro-
nienia, oceniane w literaturze na poziomie okoto 0,5-1% [6, 7].
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Jedynie badanie cytogenetyczne materialu pobranego w trakcie
badania inwazyjnego daje ostateczna odpowiedz co do kariotypu
dziecka, a jego czuto$¢ i swoisto$¢ a jest najwyzsza i sigga 100%.

Ryzyko badania inwazyjnego podejmowane jest jednak bar-
dzo czesto niepotrzebnie, gtownie na podstawie falszywie dodat-
niego wyniku testu przesiewowego. W Wielkiej Brytanii, gdzie
do badania inwazyjnego kwalifikowane sa pacjentki, u ktorych
ryzyko wystapienia trisomii u ptodu oceniane jest na >1:150,
oczekiwany odsetek chorych ptodéw wynosi okoto 9% [8].
Oznacza to, ze 91% pacjentek, poddanych badaniu inwazyjne-
mu, otrzyma wynik prawidtowy, chociaz byty narazone na powi-
ktania, a panstwowy system ochrony zdrowia — na niepotrzebne
koszty. Dlatego tez wciaz toczy si¢ dyskusja nad wlasciwa kwa-
lifikacja pacjentek do badan inwazyjnych. Poszukuje si¢ takze
lepszych metod diagnostycznych i przesiewowych, ktore bylyby
obarczone jak najmniejszym ryzykiem dla matki i ptodu, a przy
tym charakteryzowaty si¢ wysoka czuto$cia i swoistoscia.

Komorki plodu we krwi matki

W kazdej fizjologicznej ciazy niewielka ilo§¢ komorek plo-
du dostaje si¢ do krwioobiegu matki [9]. Wyodregbnienie ptodo-
wych komorek z krwi matki pozwala na bezposrednig analizg
chromosoméw oraz DNA plodu [10]. W ostatnich latach podej-
mowano szereg prob wykorzystania tego zjawiska w diagnosty-
ce prenatalne;j.

Wsrod komorek pochodzenia ptodowego, ktore moglyby
zosta¢ wykorzystane w nieinwazyjnej diagnostyce prenatalnej
wymieniano m. in. komorki trofoblastu, leukocyty, niektore ko-
morki macierzyste uktadu hematopoetycznego oraz jadrzaste
erytrocyty ptodowe. Najwigcej nadziei wiagzano z badaniem ery-
trocytow plodu, gdyz w przeciwienstwie do innych komorek, na
przyktad leukocytoéw, znikaja one z krwioobiegu matki wkrotce
po porodzie [11, 12, 13].

Dodatkowo zauwazono, ze we krwi kobiet, ktorych ptody
mialy stwierdzona aneuploidig, znajduje si¢ wigksza ilo$¢ komo-
rek plodowych. W przypadku ptodéw z trisomia 21 wzrost ten
jest nawet 6-krotny [14].

Pomimo bardzo obiecujacych wstgpnych doniesien [10], ba-
danie komorek ptodu nie znalazto do tej pory klinicznego zasto-
sowania. Gtéwnym ograniczeniem tej metody jest bardzo mata
ilo§¢ komorek ptodu obecnych we krwi matki, trudnos$¢ z od-
roznieniem ich od komoérek matczynych oraz stosunkowo dtugi
okres przetrwania w organizmie matki [15].

715



PRACE POGLADOWE
potoznictwo

Ginekol Pol. 2013, 84, 714-719

Katarzyna Gorzelnik et al. Nieinwazyjna diagnostyka prenatalna trisomii 21,18 i 13 z wykorzystaniem wolnego pozakomdrkowego DNA pfoal.

DNA plodu we krwi matki

Wielkim przelomem w nieinwazyjnej diagnostyce prenatal-
nej bylo odkrycie w 1997 roku obecnosci wolnego pozakomor-
kowego DNA plodu (ang. cell-free fetal DNA — cffDNA) we krwi
matki[16]. Fragmenty ptodowego DNA sa uwalniane do krazenia
matki w postaci mikromolekut, ktére chronia DNA przed znaj-
dujacymi si¢ w osoczu matki nukleazami [17]. cffDNA pochodzi
gtéwnie z tozyska, chociaz niewielka jego ilo§¢ moze réwniez
uwalnia¢ si¢ w czasie apoptozy elementéw komorkowych po-
chodzenia ptodowego oraz bezposrednio z ptynu owodniowego
[18]. Stanowi ono ok. 10% catkowitej puli wolnego DNA (ang.
cell-free DNA — ¢fDNA) we krwi matki [19]. Jego ilo§¢ ro$nie
wraz z wiekiem ciazowym i moze by¢ wykrywane juz od 7 tygo-
dnia ciazy [20]. Ponadto ilo$¢ znajdujacego si¢ w osoczu matki
wolnego ptodowego DNA jest zdecydowanie wigksza, niz DNA
obecnego w erytrocytach jadrzastych ptodu.

Czas potowicznego rozpadu cffDNA wynosi okoto 16 min
(4-30 min), dzigki czemu znika ono z krwioobiegu matki bezpo-
$rednio po porodzie i jest swoiste dla danej ciazy [21, 22]. Z tego
powodu liczne kontrowersje wzbudzito wykazanie przez niekto-
rych autoréw obecno$ci DNA ptodu we krwi matki jeszcze kilka
lat po zakonczeniu ciazy [23]. Doktadna analiza ich wynikow
wykazata jednak, ze najprawdopodobniej bylo to nastgpstwem
zastosowania nieprawidtowej techniki pozyskiwania DNA, kto-
rego zrodtem byty ptodowe elementy komorkowe, na przyktad
wspomniane juz leukocyty. Nie byto to zatem wolne pozako-
morkowe DNA [18, 24]. Czas poéttrwania cffDNA moze by¢
natomiast rzeczywiscie wydluzony w niektorych stanach choro-
bowych matki. Taka sytuacja ma miejsce na przyklad w stanie
przedrzucawkowym, gdzie okres jego potowicznego rozpadu
wynosi 114 min [25, 26].

Mozliwosci diagnostyczne w oparciu o plodowe DNA
we krwi matki

Pierwsze proby zastosowania cffDNA w praktyce dotyczy-
ty wykrywania chorob genetycznych sprzgzonych z picia, gdyz
stwierdzenie sekwencji DNA charakterystycznej dla chromoso-
mu Y dawalo pewnos¢, ze badany material pochodzi od ptodu.
Ten sam mechanizm wykorzystano w celu okreslenia czynnika
Rh ptodu u cigzarnych RH-ujemnych. Badania te sa juz wykony-
wane w niektorych osrodkach [27, 28, 29].

Ilo$¢ ptodowego DNA wzrasta we krwi cigzarnych, zagro-
zonych wystapieniem stanu przedrzucawkowego i porodu przed-
wczesnego, co wskazuje rowniez na inne mozliwe zastosowania
ptodowego cffDNA w praktyce klinicznej [30, 31]. Analiza cf-
fDNA z krwi matki pozwala takze w niektorych przypadkach na
stwierdzenie choroby monogenowej [32, 33].

Diagnostyka aneuploidii na podstawie cffDNA we krwi
matki okazata si¢ trudniejsza, poniewaz sekwencje z chromoso-
mu, pochodzacego od ptodu, nie réznia si¢ od sekwencji mat-
czynych. W przypadku trisomii u ptodu, u ci¢zarnej wzrasta jed-
nak proporcja fragmentow DNA, pochodzacych z chromosomu
obecnego u ptodu w potrojnej ilosci, w stosunku do catkowitej
puli wolnego DNA we krwi matki [17]. Wyodrgbnienie sekwen-
cji DNA charakterystycznych dla szukanego chromosomu, ich
namnozenie, a nastgpnie precyzyjna ocena ilosciowa pozwolito-
by na wykrycie u ptodu aneuploidii.
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Metody

Poczatkowo analiza DNA plodu obecnego w krwi matki
oparta byla na technice PCR (ang. Polymerase Chain Reaction)
i ukierunkowana na wykrywanie sekwencji nieobecnych w ge-
nomie matki, np. mutacji obecnej w genomie ojca lub nowopow-
statej mutacji [34,35].

Aby wykaza¢ obecnos¢ trisomii nalezy odnalez¢ sekwencje
charakterystyczna dla danego chromosomu (np. chromosomu
21) i poddac ja ocenie ilosciowej. W tym celu podjgto proby za-
stosowania techniki digital-PCR [36,37]. Jednak ze wzglgdu na
to, ze pozakomdrkowe DNA ma posta¢ tylko krotkich fragmen-
tow (odcinki zbudowane z maksymalnie 300 nukleotydow), wy-
branie locus mozliwego do amplifikacji i dodatkowo z réznymi
allelami matki i ptodu (jeden z nich jest oczywiscie wspdlny) jest
szczegodlnie trudne. Ponadto chcac wykaza¢ obecnos$¢ trisomii
nie wystarczy jedynie odnalez¢ dang sekwencjg, ale nalezy row-
niez oceni¢ jej doktadng ilo§¢, co wobec jedynie niewielkiego
udzialu ptodowego DNA w cfDNA krazacym we krwi ci¢zarnej
nie zawsze jest precyzyjne.

Przetomem w nieinwazyjnej diagnostyce aneuploidii stato
si¢ wprowadzenie tzw. masywnego rownoleglego sekwencjo-
nowania (ang. massively parallel sequencing — MPS), nazywa-
nego réowniez sekwencjonowaniem nowej generacji (ang. next
generation sequencing — NGS). Metoda ta pozwala na réwno-
czesne namnozenie i sekwencjonowanie catego materialu gene-
tycznego. Badany jest nie tylko jeden znany gen znajdujacy si¢
w okreslonym locus, ale ustalana jest cata sekwencja badanego
DNA. Wynik MPS stanowia setki milionow kilkudziesigcionu-
kleotydowych odcinkéw DNA, ktére sa przyporzadkowywane
do poszczegdlnych chromosomoéw, a nastegpnie zliczane. Ilos¢
otrzymanych fragmentéw, odpowiadajacych chromosomowi 21,
jest wigksza, gdy matrycowe DNA zawiera domieszke z dodat-
kowym chromosomem 21 [38, 39]. Z tego powodu wykrycie
zwigkszenia, w przypadku trisomii, ilosci namnozonych sekwen-
cji, pochodzacych z danego chromosomu, wymaga doktadnego
okreslenia zakresu wartosci referencyjnych [40].

Poczatkowo uwaga badaczy byta skupiona gtéwnie na wy-
krywaniu trisomii 21 i do$¢ szybko wykazano, ze mozna tego
dokona¢ z czuto$cia i swoisto$cia nie ust¢pujaca znacznie tra-
dycyjnemu badaniu cytogenetycznemu. Wkrétce udato si¢ w ten
sam sposob wykry¢ takze obecnos¢ trisomii chromosomu 181 13
[41, 42]. Ze wzgledu na to, ze metoda MPS umozliwia sekwen-
cjonowanie catego genomu, potencjalnie mozliwe jest wykrycie
aberracji dotyczacych takze innych chromosomow [43].

Nieinwazyjna diagnostyka aneuploidii
— przeglad piSmiennictwa

W 2012 roku Verweij i wsp. dokonali przegladu systema-
tycznego przeprowadzonych w latach 1997 — 2011 badan do-
tyczacych skutecznosci nieinwazyjnej diagnostyki prenatalnej
trisomii 21 na podstawie analizy materiatu genetycznego ptodu
z krwi matki (DNA lub mRNA). W sumie, na podstawie dwoch
badan spetniajacych wysokie kryteria jakosciowe, obejmujacych
681 cigzarnych, stwierdzono, ze zastosowanie metody MPS i od-
powiednia analiza bioinformatyczna zgromadzonych danych po-
zwala na wykazanie obecno$ci u ptodu trisomii 21 z blisko 100%
czutoscia (95% C197,5-100%) i 99 % swoistoscia (95% CI 98,7-
99,3%) [44].
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Nieco trudniejsza okazata si¢ diagnostyka trisomii chromo-
somow 18 i 13. Bylo to spowodowane mniejsza czgstoscia wy-
stgpowania tych trisomii, a takze nieco rzadsza, w porownaniu
do chromosomu 21, obecno$cia na tych chromosomach cytozy-
ny i guaniny, co miato wplyw na wydajno$¢ sekwencjonowania
[43]. Zastosowanie odpowiednich algorytmow matematycznych,
uwzgledniajacych te roznice, pozwolito jednak na uzyskanie za-
chgcajacych wynikow rowniez w diagnostyce zespotow Edward-
sa i Pataua [41, 42].

W jednym z najnowszych wieloo$rodkowych badan prze-
prowadzonych przez Dan i wsp. pobierano probki krwi od 11,105
cigzarnych migdzy 9 a 28 tygodniem ciazy, zakwalifikowanych
do badania inwazyjnego na podstawie dotychczas uznanych
kryteriow. Przy uzyciu techniki MPS wlasciwie zdiagnozowano
143 przypadki trisomii 21 i 47 przypadkoéw trisomii 18 u ptodu.
Stwierdzono 1 wynik fatszywie dodatni dla trisomii 21 i jeden
wynik falszywie dodatni dla trisomii 18 oraz brak wynikow fal-
szywie ujemnych, co wskazywato na 100% czutos¢ i 99,96%
swoistos¢ badania. Autorzy pracy podkreslaja jednak, ze tylko
u 371 kobiet wiek ciazy byt pomigdzy 9 a 12 tygodniem, dlatego
w tej grupie pacjentek wymagane sa dalsze badania [45].

W innym badaniu wykonanym przez Chen i wsp. wzigly
udzial 392 cigzarne. Przy pomocy techniki MPS prawidtowo
zdiagnozowano wszystkie przypadki trisomii 13 (25 przypad-
kow) (czutos¢ 100%, swoistos¢ 98,9%) i 34 z 37 przypadkow
trisomii 18 (czuto$¢ 91,9% i swoistos¢ 98%) [42]. Podobne wy-
niki uzyskali takze inni autorzy [46,47,48].

Wigkszo$¢ badan, wykorzystujacych cffDNA we krwi matki
w diagnostyce najczgstszych trisomii u ptodu, prowadzona byta
na probkach krwi pochodzacych od pacjentek z grupy zwigk-
szonego ryzyka wystapienia aneuploidii, ktore zostaty zakwali-
fikowane do badania inwazyjnego. Dodatkowo wyniki badania
cffDNA kazdorazowo poréwnywano z wynikami badania tka-
nek ptodu, otrzymanych w czasie badania inwazyjnego. Z tego
wzgledu badanie cffDNA zalecane jest obecnie jedynie pacjent-
kom z grupy wysokiego ryzyka.

Najnowsze badanie Nicolaides i wsp., przeprowadzone
w grupie pacjentek rutynowo poddawanym przesiewowej dia-
gnostyce prenatalnej, wykazato skutecznos¢ wykrywania triso-
mii chromosomu 21 i 18 na podstawie c¢ffDNA, porownywalna
z wynikami uzyskanymi u pacjentek wysokiego ryzyka aneuplo-
idii u ptodu [49]. Podobne wyniki uzyskali takze inni badacze
[50].

Zalety i ograniczenia badania plodowego DNA
w nieinwazyjnej diagnostyce aneuploidii

Najwigksza zaleta badania ptodowego DNA z krwi matki
jest jego nieinwazyjno$¢ oraz bardzo wysoka czuto$¢ i swo-
isto$¢, nieznacznie tylko ustgpujaca rutynowemu oznaczeniu ka-
riotypu z materialu pobranego droga inwazyjna.

Podstawowym ograniczeniem badania ptodowego DNA
z krwi matki jest wysoki koszt, ktory podyktowany jest potrze-
ba zapewnienia specjalistycznego sprzgtu i wykwalifikowane-
go zespotu [51]. Dotychczasowa niewielka dostgpno$é testow
oraz brak wyraznej konkurencji na rynku dodatkowo zwigkszaja
koszty. Wraz z rozpowszechnieniem si¢ badania jego koszt powi-
nien jednak w niedalekiej przyszto§ci wyraznie zmalec¢.

Zastosowanie badania cffDNA jako testu przesiewowego
pozwolitoby znacznie zredukowaé liczbg kobiet niepotrzebnie
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poddawanych procedurom inwazyjnym, wedtug niektorych au-
torow nawet o 75% [52]. Niesie to za sobg korzysci zaréwno
medyczne jak i ekonomiczne. Obecnie dostgpne testy przesie-
wowe, oparte na markerach ultrasonograficznych i biochemicz-
nych, charakteryzuja si¢ stosunkowo wysoka czutoscig (ponad
90%). Przy aktualnych cenach badania cffDNA koszt wykrycia
trisomii 21, ktorej nie wykrytoby stosujac obecny algorytm dia-
gnostyczny, jest jednak bardzo wysoki i prawdopodobnie zbyt
obciazajacy dla wigkszosci systeméw opieki zdrowotnej [53].
W Polsce badania przesiewowe wykonywane sa gtownie prywat-
nie i mato prawdopodobna jest refundacja badania cffDNA przez
Narodowy Fundusz Zdrowia. Zagadnienia ekonomiczne dotycza
zatem gtownie kosztow, jakie pacjentka jest sktonna ponies¢ in-
dywidualnie.

Grupg, ktora moze odnies$¢ najwigksza korzysc¢ z zastosowa-
nia badania cffDNA stanowia pacjentki, u ktorych badanie USG
jest catkowicie prawidtowe, ale maja nieprawidtowe wyniki testu
biochemicznego (PAPP-A, 3-HCG), badz wymagaja diagnostyki
ze wzgledu na wiek lub Igk przed urodzeniem chorego dziecka
[51]. Badanie cffDNA moze by¢ takze zaoferowane pacjentkom,
ktore maja przeciwwskazania do badania inwazyjnego. Sa to ko-
biety, u ktoérych wykonanie amniopunkcji lub biopsji trofoblastu
wiaze si¢ ze zdecydowanie wigkszym ryzykiem straty ciazy, np.
pacjentki z krwawieniem z drog rodnych.

Niewatpliwg zaleta tego badania jest brak wyraznych ram
czasowych, kiedy moze by¢ ono wykonane. W zwiazku z tym,
u pacjentek, zglaszajacych si¢ po 14 tygodniu ciazy, u ktérych
nie ma juz mozliwos$ci okreslenia ryzyka trisomii na podstawie
USG i testu PAPP-A, wcigz mozna wykona¢ badanie cffDNA
z krwi matki.

Pobranie krwi od pacjentki, w przeciwienstwie do oceny
markerow aneuploidii w badaniu USG, moze by¢ wykonane
bez udziatu lekarza. Ocena przeziernosci karku i obecnosci ko-
$ci nosowej wymaga odpowiednich kwalifikacji i aparatu USG
o wysokiej rozdzielczosci, co nie zawsze ma miejsce w praktyce
i zwigksza wptyw btedu ludzkiego na kwalifikacje pacjentek do
badania inwazyjnego.

Nalezy jednak pamigtaé, ze istotnym problemem jest dhu-
gi czas oczekiwania na wynik. Chociaz wynik badania cffD-
NA z krwi matki mozna uzyska¢ juz po kilku dniach [45], to ze
wzgledu na brak mozliwo$ci wykonania go w Polsce, czas ten
moze wydhuzy¢ si¢ nawet do 2-3 tygodni. Wynik standardowego
badania cytogenetycznego w polskich warunkach otrzymuje si¢
po okoto 3 tygodniach. Oznacza to dla pacjentek, ktére wyma-
gaja potwierdzenia wyniku metodami klasycznymi, wydtuzenie
czasu oczekiwania na ostateczny wynik nawet do 6 tygodni.
W przypadku wykonywania badania cffDNA w 12 tygodniu cig-
zy wynik kariotypu zostanie zatem wydany dopiero ok. 18 tygo-
dnia ciazy.

Ogromny postep technologiczny w zakresie ultrasonografii
prenatalnej zmienil spektrum wskazan do diagnostyki inwazyj-
nej. Obecnie gldownym wskazaniem do oznaczania kariotypu
u plodu jest stwierdzenie nieprawidtowosci w badaniu USG
I trymestru, w szczeg6lnosci zwigkszonej przeziernosci karku
ptodu, a ryzyko nieprawidtowego kariotypu w tych przypadkach
wynosi ok. 30% [54, 55]. Jednocze$nie w tej grupie pacjentek
stwierdzana jest zdecydowana wigkszo$¢ wszystkich wykrywa-
nych nieprawidtowych kariotypow. Dlatego pacjentki, u ktorych
stwierdza si¢ nieprawidlowosci w badaniu USG powinny by¢
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kierowane bezposrednio na badanie inwazyjne.

Nalezy pamigta¢, ze obecnie oferowane na rynku testy
wykrywaja tylko trzy najczgsciej wystgpujace trisomie u ptodu
(chromosomoéw 21, 18 i 13). Nieprawidlowosci dotyczace in-
nych chromosoméw stanowia okoto 20% wszystkich aberracji
wykrywanych prenatalnie [55,56]. Powszechnie stosowane algo-
rytmy badan przesiewowych sg réwniez ukierunkowane na wy-
krywanie tylko najczgstszych aneuploidii, jednak zar6wno mar-
kery ultrasonograficzne, jak i biochemiczne moga by¢ pomocne
w diagnostyce takze innych nieprawidlowosci genetycznych.
Klasyczne badanie cytogenetyczne pozwala na duzo bardziej
wnikliwg analizg, w tym m.in. wykrywanie translokacji, dele-
¢cji, mozaicyzmu oraz poliploidii, ktore rowniez maja znaczenie
w patologii ptodu.

Ostateczna diagnoza czy tylko badanie przesiewowe?

Jakie jest wobec tego miejsce sekwencjonowania ptodowe-
go DNA z krwi matki w obecnej diagnostyce prenatalnej? Od
2011 roku testy wykrywajace obecno$¢ trisomii chromosoméw
21, 181 13 ptodu na podstawie analizy DNA z krwi matki sa do-
stgpne komercyjnie w USA, a od 2012 roku takze w Niemczech,
Szwajcarii, Austrii i Lichtensteinie. W krajach niemieckojgzycz-
nych badanie w kierunku trisomii 21 chromosomu jest mozliwe
do wykonania pomigdzy 12 a 33 tygodniem ciazy [57]. Badanie
to jest rowniez wykonywane w Chinach. Cena w USA waha sig
od 795 — 2762 dolarow, w Niemczech wynosi ona 1250 euro,
a w Chinach 500-1000 dolarow [45, 57]. Nigdzie nie podlega
ono refundacji. Obecnie badanie cffDNA zalecane jest jedynie
w skriningu i nie jest zarejestrowane do celow diagnostycznych
[58, 59]. Producenci testow zastrzegaja, ze stwierdzenie na ich
podstawie wysokiego ryzyka wystapienia trisomii kazdorazowo
wymaga potwierdzenia wyniku przez wykonanie badania inwa-
Zyjnego.

Nalezy pamigtac, ze testy wykorzystujace cffDNA obecne
sa na rynku od niedawna. Brakuje wigc informacji zwrotnej na
temat ich rzeczywistej przydatnosci w praktyce klinicznej [44,
51]. Odstapienie od wykonania badania inwazyjnego u pacjentek
z wysokim ryzykiem okre$lonym na podstawie dotychczas sto-
sowanych i sprawdzonych metod, ale z ujemnym wynikiem ba-
dania ptodowego DNA z krwi matki, moze budzi¢ szereg watpli-
wosci. Na pewno jednak wraz z upowszechnieniem si¢ metody,
mozliwa bedzie weryfikacja dotychczasowych wynikow badan
na wigkszej grupie pacjentek.

Zgodnie z obecnie panujacym pogladem badanie ptodo-
wego DNA z krwi matki powinno zosta¢ zarezerwowane jako
badanie przesiewowe drugiego rzutu dla pacjentek ze zwigkszo-
nym ryzykiem aneuploidii na podstawie badan biochemicznych.
Pacjentki, u ktorych stwierdza si¢ nieprawidtowosci w badaniu
USG, nalezy natomiast skierowac bezposrednio na diagnostyke
inwazyjna [51, 58].

Podsumowanie

Badanie DNA ptodu z krwi matki jest nieinwazyjne, dzigki
czemu nie stwarza ryzyka poronienia. Czulo$¢ i swoisto$¢ wy-
krywania trisomii chromosoméw 21, 18, 13 nieznacznie tylko
ustgpuja tradycyjnemu badaniu cytogenetycznemu.

Zaden z testow, wykorzystujacych ptodowe DNA nie zostat
dotychczas zarejestrowany do celow diagnostycznych. Moga
by¢ one natomiast wykorzystywane jako testy przesiewowe,
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ktore poprzez lepsza selekcj¢ znaczaco zmniejsza liczbg kobiet
poddawanych procedurom inwazyjnym.

Obecnie dostgpne testy, wykorzystujace badanie cffDNA,
oceniaja jedynie ryzyko wystapienia najczesciej spotykanych tri-
somii, tj. trisomii chromosoméw 21, 18 1 13. By¢ moze w przy-
szto$ci bedzie w ten sposob oceniane ryzyko wystapienia takze
innych aneuploidii, gdyz sekwencjonowanie nowej generacji po-
tencjalnie umozliwia badanie catego genomu ptodu.

Aktualnie glownym ograniczeniem badania cffDNA jest
jego wysoki koszt. Brak mozliwo$ci wykonania badania w Pol-
sce 1 konieczno$¢ przesytania probek zagranicg znacznie wydhu-
Za czas oczekiwania na wynik.
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