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Streszczenie

Cel pracy: Wstepne przedstawienie wynikow wykorzystania ptodowego DNA z krwi matki w nieinwazyjnej
diagnostyce prenatalnej aneuploidii chromosomow 21, 18 i 13 u pacjentek wysokiego ryzyka aberracji
chromosomowych u ptodu oraz ich poréwnanie z wynikami klasycznego badania cytogenetycznego.

Materiat i metoda: Od dziesieciu ciezarnych pacjentek przed wykonaniem badania inwazyjnego pobrano 10 ml
krwi obwodowej celem izolacji pozakomdrkowego DNA ptodu (cffDNA — cell free fetal DNA) i przeprowadzenia testu
NIFTY (Non-Invasive Fetal Trisomy Test; Bejjing Genomics Institute, BGIl, Shenzen, China).

Wyniki: W trzech z dziesieciu probek w badaniu cytogenetycznym stwierdzono nieprawidtowy kariotyp pfodu.
Na podstawie ptodowego DNA z dziewieciu probek osocza za pomocg testu NIFTY udafo sie okreslic ryzyko
aneuploidii u ptodu. Wysokie ryzyko aneuploidii prawidtowo oceniono w jednym z dwoch przypadkow trisomii
chromosomu 18. W drugiej probce podejrzewano wysokie ryzyko trisomii chromosomu 18, ale ilos¢ cffDNA byta
zbyt mata, aby wynik spetniat standardy producenta. Wykryty w badaniu cytogenetycznym kariotyp mozaikowy z
zatozenia nie mogt zostac wykryty metoda nieinwazyjng.

Whioski: Plodowe DNA z krwi matki moze stuzy¢ do wykrywania najczestszych aneuploidii u ptodu. Test mogtby
postuzyc jako badanie przesiewowe |l rzutu, prowadzgc do zmnigjszenia liczby pacjentek poddawanych badaniu
inwazyjnemu.

Stowa kluczowe: nieinwazyjna diagnostyka prenatalna / pozakomorkowe plodowe
DNA / aberracje chromosomowe / NIFTY / cffDNA /
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Abstract

Objectives: The aim of the study was to present initial results of non-invasive prenatal diagnosis of common ane-
uploidies of chromosomes 21, 18 and 13 based on cell-free fetal DNA in maternal serum in high-risk patients, and

to compare the results with routine karyotyping.

Material and methods: Before the invasive procedure, 10 ml of peripheral blood from 10 patients was collected
to isolate cell-free fetal DNA and to perform a non-invasive fetal trisomy test (NIFTY provided by Beijing Genomics

Institute, BGI, Shenzen, China).

Results: Three out of 10 samples showed an abnormal karyotype in traditional karyotyping. There were 9 conclusi-
ve NIFTY results. NIFTY detected 1 out of 2 trisomies 18. The quantity of cell-free fetal DNA in maternal plasma in
the second probe with trisomy 18 was unsatisfactory for a conclusive NIFTY result. In 1 case traditional karyotyping

revealed mosaicism impossible to detect with NIFTY.

Key words: non-invasive prenatal diagnosis — NIPD / cell free fetal DNA — cffDNA /
/ chromosomal aberrations / non-invasive fetal trisomy test — NIFTY /

Wprowadzenie

Aberracje chromosomowe, czyli zaburzenia struktury
lub/i liczby chromosomoéw, wystegpujac u ptodu, moga powo-
dowaé zwigkszone ryzyko poronienia, wewnatrzmacicznego
obumarcia, zgonu lub wystapienia wad wrodzonych i niepetno-
sprawnosci intelektualnej po urodzeniu. Glownym celem przesie-
wowych badan prenatalnych jest wykrywanie najczesciej wyste-
pujacych aberracji, czyli trisomii chromosoméw 21, 181 13 [1].

Obecnie stosowana nieinwazyjna diagnostyka prenatalna ze-
spotu Downa (trisomia 21), Edwardsa (trisomia 18) i Patau (tri-
somia 13) oparta jest na badaniu USG migdzy 11 t.c.a 13 + 6 t.c.
wedtug standardow Fetal Medicine Foundation oraz oznaczeniu
poziomu

PAPP-A i B-hCG w surowicy cigzarnej. Satysfakcjonujaca
czulo$¢ badania (ponad 90%) uzyskuje si¢ przy zatozeniu sto-
sunkowo wysokiego odsetka wynikow dodatnich (5%) [1, 2, 3,
4], ktore sa wskazaniem do wykonania badania rozstrzygajacego
- oznaczenia kariotypu ptodu konwencjonalna metoda cytogene-
tyczng. Niesie to za soba potrzebg pobrania materiatu genetycz-
nego plodu metoda inwazyjna (amniopunkcja, biopsja kosmow-
ki), ktore jest zwigzane z ryzykiem straty ciazy, wynoszacym ok.
0,5-1% [5, 6]. W wigkszosci przypadkow ryzyko to podejmowa-
ne jest niepotrzebnie, w oparciu o falszywie dodatni wynik nie-
inwazyjnych badan przesiewowych. Wdrozenie nieinwazyjnego
testu prenatalnego o wyzszej czutosci i swoistosci pozwolitoby
zmniejszy¢ grupg pacjentek, poddawanych badaniu inwazyjne-
mu, obcigzonemu ryzykiem powiktan.

W 1969 r. pojawito si¢ pierwsze doniesienie na temat obec-
nosci limfocytéw plodu w surowicy cigzarnej [7]. Niewielka
ilo$¢ ptodowych komorek we krwi matki oraz ich trudna izolacja
uniemozliwity jednak wykorzystanie uzyskanego w ten sposob
DNA ptodu w praktyce kliniczne;.

Przelomem w nieinwazyjnej diagnostyce prenatalnej stato
si¢ wykrycie pochodzacych od ptodu fragmentow DNA kraza-
cych w osoczu cigzarnej w postaci wolnej [8]. Pozakomoérkowe
DNA plodu (cffDNA — cell free fetal DNA) pochodzi z ulegaja-
cych apoptozie komorek tozyska i jest mozliwe do wykrycia juz
od 4-7 tygodnia ciazy. Stanowi ok.10% calkowitej puli wolnego
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DNA (cfDNA — cell free DNA) we krwi cigzarnej [9]. Jego okres
pottrwania wynosi ok. 30 min, dzigki czemu jest eliminowane
z krazenia matki bezposrednio po porodzie i jest swoiste dla da-
nej cigzy.

Stwierdzenie obecno$ci we krwi matki wolnego materiatu
genetycznego ptodu umozliwito wdrozenie nieinwazyjnych te-
stow, okreslajacych obecnos¢ czynnika Rh oraz pte¢ ptodu, sto-
sowanych w diagnostyce konfliktu serologicznego oraz chordb
sprzgzonych z plcia [10]. Badania te opieraja si¢ na wykrywa-
niu we krwi matki fragmentéw DNA swoistych dla ptodu, ktore
w normalnych warunkach nie powinny by¢ u kobiety obecne (se-
kwencji z chromosomu Y, mutacji obecnej w genomie ojca lub
nowopowstatej mutacji) [11].

Nieinwazyjna diagnostyka aneuploidii na podstawie pto-
dowego DNA we krwi matki stanowita do niedawna powazne
wyzwanie. Gtéwnym problemem bylo wyodrebnienie ptodowe-
go materiatu genetycznego i jego ocena ilosciowa. Trudnosci te
spowodowane byly obecnoscia we krwi cigzarnej jedynie bardzo
krotkich, pocigtych fragmentow DNA plodowego oraz wzglednie
malg ich ilo$cia w stosunku do wolnego DNA matki [11].

Wprowadzenie w 2005 r. techniki masywnego rownoleglego
sekwencjonowania (ang. massively parallel sequencing — MPS),
zwanego rowniez sekwencjonowaniem glebokim lub nowej ge-
neracji (ang. next-generation sequencing), pozwolito na szybkie
i jednoczesne namnazanie i sekwencjonowanie wszystkich frag-
mentéw wolnego DNA, w tym plodowego, a nastepnie iloSciowe
poréwnywanie proporcji sekwencji unikatowych dla badanych
chromosomow wzglgdem sekwencji z innych chromosomoéow
[12].

Poréownujac sekwencj¢ nukleotydow namnozonego frag-
mentu DNA z sekwencja referencyjna mozna okresli¢, z ktore-
go chromosomu pochodzi. W przypadku trisomii u ptodu liczba
otrzymanych w MPS sekwencji, pochodzacych z potrojonego
chromosomu, wzrasta i zmienia proporcj¢ liczby fragmentow,
otrzymywanych dla poszczegolnych chromosomow. Proporcje
t¢ wyznaczono dla grupy kontrolnej, jaka stanowia kobiety ze
zdrowymi cigzami z uwzglgdnieniem odchylenia standardowego
(z-score) [11].
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Cel pracy

Celem pracy bylo przedstawienie wstgpnych wynikéw nie-
inwazyjnej diagnostyki prenatalnej najczgstszych aneuploidii
(chromosomow 21, 18, 13) przy uzyciu ptodowego DNA z krwi
matki oraz pordwnanie wynikoéw uzyskanych ta metoda z wyni-
kami klasycznego badania cytogenetycznego.

Materiat i metoda

Badana grupa:

Prezentowane wyniki stanowig wstgpne doniesienie na temat
skutecznosci nowo wdrazanej metody.

Badana grupg stanowito 10 cigzarnych z grupy wysokiego
ryzyka aneuploidii u ptodu, zakwalifikowanych do inwazyjnej
diagnostyki prenatalnej na podstawie wyniku nieinwazyjnego
badania przesiewowego. Charakterystyke badanej grupy przed-
stawiono w tabeli I.

Wszystkie pacjentki wyrazily pisemna zgodg na wykonanie
badania nieinwazyjnego, badania inwazyjnego, a takze na anoni-
mowe wykorzystanie dokumentacji medycznej w celach nauko-
wych. Badanie ptodowego DNA byto dla pacjentek catkowicie
bezptatne, a jego wynik nie miat wplywu na kwalifikacj¢ pacjent-
ki do badania inwazyjnego.

Badanie nieinwazyjne:

Przed wykonaniem badania inwazyjnego pobierano od pa-
cjentki tacznie 10 ml krwi obwodowej do 2 probéwek z EDTA
i delikatnie mieszano. Materiat przekazywano do Zaktadu Im-
munologii lub Zaktadu Histologii Centrum Biostruktury War-
szawskiego Uniwersytetu Medycznego, gdzie w ciagu max. 2
godzin od pobrania probkeg odwirowywano w temperaturze 4 st.
C przy przeciazeniu 1600 g, a nastgpnie 2 ml osocza z goérnej
frakcji ponownie odwirowywano przez 10 min przy przecigzeniu
16000 g, celem usunigcia pozostatych komoérek. Tak otrzymane
probki osocza rozdzielano do trzech mikroprobowek i zamraza-
no do temperatury -85°C 1 w ciagu tygodnia przesylano 2 z nich
w suchym lodzie (aby uniknaé¢ rozmrozenia) do laboratorium
BGI Clinical Laboratories (Shenzhen, Chiny), gdzie izolowano
ptodowe DNA zgodnie z protokotem firmy BGI i przeprowadza-
no sekwencjonowanie [13]. Zgodnie ze standardami producenta
za wysokie ryzyko wystepowania trisomii 21, 18 lub 13 uznano
ryzyko powyzej 1:20.

Badanie inwazyjne:

Wszystkie badania inwazyjne wykonywano pod kontrola
USG droga przezbrzuszna. Po odkazeniu miejsca wklucia aspi-
rowano 10-12 ml ptynu owodniowego do pustej probowki lub
fragment kosmowki do probowki z solg fizjologiczna z heparyna.
Materiat przekazywano do Zaktadu Genetyki Instytutu Psychia-
trii i Neurologii w Warszawie celem oznaczenia kariotypu.

Hodowla komorkowa i barwienie preparatow:

Hodowle komoérkowe prowadzono w inkubatorze w tem-
peraturze 37°C i w obecnosci 5% dwutlenku wegla. Amniocy-
ty hodowano na pozywkach kompletnych AmnioMax (Gibco)
i AmnioGrow (Cytogen), natomiast do hodowli komorek tro-
foblastu stosowano tylko AmnioMax (Gibco). Srednio po 14
dniach do hodowli dodawano kolcemid w stezeniu 10 pg/ml i in-
kubowano przez 1,5 godziny. Nast¢pnie komorki zbierano, wiro-
wano, poddawano szokowi hipotonicznemu w 0,075 M roztwo-
rze KCI przez okoto 30 minut i utrwalano mieszaning metanolu
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i lodowatego kwasu octowego (3:1). Z tak uzyskanej zawiesiny
komorkowej wykonywano preparaty na szkietku mikroskopo-
wym. Przygotowane preparaty trawiono trypsyna, a nast¢pnie
barwiono odczynnikiem Giemzy (tzw. technika GTG). W razie
potrzeby chromosomy barwiono rowniez metoda prazkowa CBG
lub NOR, jak réwniez stosowano technik¢ FISH. Standardowo
analizowano co najmniej 20 ptytek metafazowych z przynaj-
mniej dwoch naczyn hodowlanych.

Wyniki

W trzech z dziesigciu probek badanych klasyczng metoda
cytogenetyczng stwierdzono nieprawidlowy kariotyp ptodu (w 2
przypadkach — trisomi¢ chromosomu 18, w 1 przypadku — kario-
typ mozaikowy). (Tabela II).

Na podstawie ptodowego DNA w dziewigciu z dziesigciu
badanych probek osocza za pomoca testu NIFTY udato sig¢ okre-
§li¢ ryzyko trisomii 21, 18 i 13. W jednej z tych probek prawi-
dtowo wykazano wysokie ryzyko trisomii chromosomu 18. Nie
stwierdzono wynikow fatszywie dodatnich.

W pozostatej jednej probce nie uzyskano jednoznacznego
wyniku oceny ryzyka badanych trisomii - podejrzewano wyso-
kie ryzyko trisomii chromosomu 18, ale ilo$¢ cffDNA byta zbyt
mala, aby wynik spetnial standardy producenta testu (wg produ-
centa jest to wskazanie do ponownego pobrania krwi i powtdrze-
nia testu). W badaniu cytogenetycznym potwierdzono trisomig
chromosomu 18.

Dyskusja

W odréznieniu od dotychczas dostgpnej diagnostyki niein-
wazyjnej, opartej na analizie cech fenotypowych ptodu w bada-
niu USG 1 profili biochemicznych w surowicy cigzarnej [1], ba-
danie obecnego we krwi matki cffDNA pozwala wykry¢ zmiany
bezposrednio w genomie ptodu [11, 14].

Metody rozroznienia materiatu genetycznego pochodzacego
od ptodu i od matki wykorzystuja r6znicg w wielkosci fragmen-
tow cfDNA i cffDNA, a takze r6zna metylacje DNA i ekspresje
kodowanych genow u ptodu i u matki [11]. Ze wzgledu na rdzna
czesto$¢ wystgpowania poszczegolnych nukleotydow na réznych
chromosomach, sekwencjonowanie calego genomu z uzyciem
MPS nie zachodzi jednakowo wydajnie. Thumaczy to trudnosci,
na jakie napotkano w przygotowywaniu diagnostyki trisomii
chromosomow 18 i 13, w ktorych stezenie guaniny i cytozyny
jest nizsze, niz na chromosomie 21 [15, 16]. Dotychczas udato
si¢ jedynie wykalibrowa¢ metode wykrywania aneuploidii chro-
mosomoéw 21, 18, 13, cho¢ sekwencjonowanie nowej generacji
(MPS) teoretycznie umozliwia analizg catego genomu ptodu [16,
17].

Pomimo bardzo wysokiej czutosci i swoistosci w wykrywa-
niu trisomii 21, 181 13 (odpowiednio 100% i 99,9%) zaden z te-
stow wykorzystujacych ptodowe DNA z osocza matki nie zostat
jeszcze zarejestrowany do celow diagnostycznych [13, 18]. Ba-
danie cffDNA moze natomiast stuzy¢ jako badanie przesiewowe
drugiego rzutu (obejmujace kobiety wysokiego ryzyka aneuplo-
idii u ptodu na podstawie standardowych badan przesiewowych)
[18]. Zmniejszenie odsetka pacjentek poddawanych diagnostyce
inwazyjnej pozwolitoby zaréwno na ograniczenie ryzyka straty
ciazy jak i na istotng redukcj¢ kosztow [19].

Obecnie najwigksze korzysci z badania c¢ffDNA moga od-
nie$¢ kobiety z fatszywie dodatnim wynikiem badan biochemicz-
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Tabela I. Charakterystyka grupy pacjentek wysokiego ryzyka aberracji chromosomowych u ptodu, poddanych badaniu NIFTY (Noninvasive Fetal Trisomy Test).

N 10
Wiek matki (lata) 31 (26-36)
Tydzien cigzy 16 (13-23)
Badanie inwazyjne
— Biopsja trofoblastu n=3
— Amniopunkcja n=7
Wskazania do badania inwazyjnego
—NT>95 pc -n=5
— wada ptodu —n=4
. holoprosencefalia potptatowa . n=1
«  obustronne worki limfatyczne w okolicy szyi . n=1
»  zespo6twad . n=2
— wiek=35 rz - n=1

Tabela Il. Nieprawidtowe kariotypy, stwierdzone w badaniu cytogenetycznym w grupie dziesigciu pacjentek wysokiego ryzyka aberracji chromosomowych u ptodu, poddanych

badaniu NIFTY (Noninvasive Fetal Trisomy Test).

Kariotyp NIFTY Wskazanie do badania | \yo iy cigzy
inwazyjnego
brak wyniku — prébka nie spetniata
47 XX,+18 standardoéw producenta testu NIFTY NT 3,8 mm cigza obumarta
(podejrzenie wysokiego ryzyka trisomii 18)
47,XY,+18 wysokie ryzyko trisomii 18 zespot wad u ptodu terminacja cigzy
?vC’c);)z('ziTar/%’XX"Shder(zz) niskie ryzyko trisomii 21, 18, 13 NT 2,7 mm kontynuacja cigzy

nych, ktore unikna dzigki temu badania inwazyjnego oraz kobie-
ty, ktore maja przeciwwskazania do takiego badania [20].

Najczgsciej obserwowanymi w badaniach prenatalnych
aberracjami chromosomowymi sg aneuploidie chromosoméw 21,
18, 13, ktore moga by¢ wykrywane za pomoca komercyjnie do-
stgpnych testow. Nalezy jednak podkresli¢, ze nieprawidtowosci
dotyczace innych chromosomoéw stanowia ok. 15-20% wszyst-
kich aberracji [21, 22]. Na obecnym etapie sa one mozliwe do
wykrycia jedynie za pomoca konwencjonalnych metod cytoge-
netycznych w materiale uzyskanym droga inwazyjna. Nietypo-
we aberracje chromosomowe zwigzane sa czgsto ze zmianami
w obrazie USG ptodu [21]. Z tego wzgledu nieprawidtowosci
w obrazie ultrasonograficznym ptodu powinny by¢ wskazaniem
do diagnostyki inwazyjnej i petnego oznaczenia kariotypu z po-
minigciem badania ptodowego DNA.

W prezentowanym materiale zaobserwowano stosunkowo
wysoki odsetek nieprawidtowych kariotypow, co mozna tluma-
czy¢ kwalifikacja do badania pacjentek o wysokim ryzyku ane-
uploidii u ptodu. W jednej probce w badaniu cytogenetycznym
stwierdzono kariotyp mozaikowy, w ktérym jedna linia komor-
kowa zawierata dodatkowy chromosom markerowy, pochodza-
cy z chromosomu 22 (47,XX,+mar/46,XX.ish der(22)(wcp+).
Wskazaniem do badania byto NT=2,7 mm. Rodzice majq pra-
widlowe kariotypy. W badaniu cffDNA w tej probce prawidlowo
okreslono ryzyko trisomii chromosoméw 21, 18 1 13 jako niskie.
Poniewaz stosowany przez nas test ukierunkowany jest na wy-
krywanie jedynie wyzej wymienionych trisomii, z zatozenia nie
byto mozliwosci stwierdzenia zwigkszonego ryzyka kariotypu
mozaikowego.
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W naszym materiale w jednej probee ilo$¢ ptodowego DNA
byta zbyt mata, aby wynik spetnit standardy producenta. St¢zenie
cffDNA w surowicy ci¢zarnej ma zasadniczy wplyw na mozli-
wo$¢ wykrycia trisomii u ptodu. W badaniu okresla si¢ bowiem
proporcje fragmentow DNA pochodzacych z analizowanego
chromosomu w stosunku do fragmentéw DNA z innych chro-
mosomoéw, a uzyskane wyniki przyroéwnuje si¢ do warto$ci uzy-
skanych w probcee referencyjnej. W zwiazku z duzym rozcien-
czeniem plodowego DNA w stosunku do wolnego DNA matki,
w przypadku trisomii u ptodu wzrost ilosci fragmentoéw DNA
pochodzacych z analizowanego chromosomu, wyst¢pujacego
w trzech kopiach, w stosunku do fragmentow DNA pochodza-
cych z innych chromosoméw jest mato zauwazalny. Roznicg taka
tym tatwiej wykry¢ im odsetek frakcji ptodowego DNA w sto-
sunku do catego wolnego DNA jest wyzszy [15]. Stwierdzenie
takiej roznicy jest niemozliwe, jezeli frakcja cffDNA stanowi po-
nizej 4% catkowitego wolnego DNA w osoczu matki [23].

Masa ciata cigzarnej jest czynnikiem najistotniej wplywaja-
cym na proporcj¢ cffDNA do catkowitego cfDNA w osoczu [24].
U otytych pacjentek ilo§¢ cfDNA pochodzenia matczynego jest
podwyzszona, co ma najprawdopodobniej zwiazek z przyspie-
szonym obiegiem adipocytow, ktore ulegajac degradacji uwal-
niaja fragmenty DNA do osocza matki. Skuteczno$¢ badania u ta-
kich pacjentek jest nizsza ze wzglgdu na fakt, ze cffDNA stanowi
maly odsetek w catej puli wolnego DNA krazacego w krwiobiegu
cigzarnej [25].

Ilos¢ cffDNA w osoczu matki wzrasta wraz z trwaniem ciazy
[11]. Dzigki temu nieinwazyjna diagnostyke na podstawie anali-
zy ptodowego DNA mozna zaproponowac rowniez pacjentkom,
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ktore zglosza si¢ na badanie po 14 t.c., kiedy niemozliwe jest
juz wykonanie testu PAPPA. W prezentowanym materiale jedna
probka pochodzita od pacjentki w 23 t.c. Z drugiej strony, aby
zagwarantowa¢ odpowiednie st¢zenie cffDNA w probce, badanie
powinno si¢ wykonywac po 12 t.c. Stosunkowo dtugi czas ocze-
kiwania na wynik moze spowodowaé w tej sytuacji wydtuzenie
procesu diagnostycznego [20].

U kobiet starszych, a takze w przypadku wyst¢gpowania
u plodu aberracji chromosomowych, wigksza ilo§¢ komorek to-
zyska ulega apoptozie, co w teorii powinno skutkowa¢ wyzsza
koncentracja ptodowego DNA we krwi matki. Tymczasem zalez-
nos$¢ t¢ stwierdzono jedynie dla trisomii 21 chromosomu [26].
Nie wykazano istotnie statystycznie wyzszego stezenia ptodowe-
2o DNA u kobiet starszych i w cigzach dotknigtych trisomia 18
chromosomu [26].

Stgzenie markerow biochemicznych w surowicy cigzarnej
jest posrednim odzwierciedleniem masy tozyska [26]. Poniewaz
ptodowe DNA pochodzi glownie z komodrek lozyska ulegaja-
cych apoptozie wigksza ilos¢ cffDNA stwierdza si¢ u pacjentek
z nieprawidtowymi wynikami testu PAPPA — wysokim PAPPA
i B-HCG [26]. Na stgzenie cffDNA w surowicy ma rowniez
wplyw rasa matki i palenie tytoniu [26].

Stezenie plodowego DNA w stosunku do calkowitego wol-
nego DNA w probce spada proporcjonalnie do czasu od pobrania
krwi. Bezwzgledna ilo$¢ ptodowego DNA nie ulega jednak zmia-
nie. Rozpadowi ulegajq natomiast komorki matki, co powoduje
wzrost catkowitej ilosci wolnego DNA w surowicy, a w rezulta-
cie nizsza koncentracj¢ cffDNA. Efektowi temu przeciwdziata
szybkie odwirowanie probki i uzywanie probowek stabilizuja-
cych komorki matki [27]. Nie zaobserwowano natomiast wpty-
wu temperatury przechowywania na ilo$¢ ptodowego DNA [28].
Fragmenty DNA pochodzace od matki sa dluzsze od ptodowych
i moga shuzy¢ do oceny jakos$ci probki dostarczonej do laborato-
rium [27].

Wigkszos¢ dotychczas prowadzonych badan, wykorzystu-
jacych cffDNA w nieinwazyjnej diagnostyce prenatalnej obej-
mowata tylko pacjentki wysokiego ryzyka trisomii u ptodu. Do
niedawna uwazano, iz w grupie niskiego ryzyka, skutecznosc ba-
dania bedzie nizsza w zwiazku z nizszym stezeniem ptodowego
DNA w surowicy. Najnowsze badania wykonywane w grupie ko-
biet poddanych rutynowym badaniom przesiewowym, wykazaly
jednak podobna skuteczno$¢ metody [29].

Podstawowym ograniczeniem metody jest bardzo wysoki
koszt aparatury. Skutkuje to potrzeba wysytania probek za grani-
c¢ 1 dlugim czasem oczekiwania na wynik (10 dni — 3 tygodnie)
[20]. Kolejnym ograniczeniem jest niemozno$¢ jej zastosowania
w przypadku obecnosci dodatkowej puli wolno krazacego DNA
we krwi cigzarnej, np. w ciazy mnogiej lub w ciazy pochodzacej
z adopcji komorki jajowej oraz u pacjentek po przeszczepie ko-
morek macierzystych lub transfuzjach krwi w wywiadzie. W tych
przypadkach zaleca si¢ rutynowe badania przesiewowe.

Analiz¢ ptodowego DNA proponuje si¢ obecnie glownie
pacjentkom wysokiego ryzyka, czyli poddanym uprzednio bada-
niu USG 1 badaniom biochemicznym. Oczywista konsekwencja
rozpowszechnienia badania cffDNA roéwniez wsrod pacjentek
niskiego ryzyka bedzie w przysztosci ograniczenie zastosowania
testu PAPP-A w diagnostyce najczgstszych aneuploidii. Marke-
ry biochemiczne odgrywaja jednak istotng rol¢ w skriningu po-
waznych stanow zwiazanych z patologia tozyska (preeklampsja,
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hipotrofia ptodu), co wskazuje na nowy kierunek diagnostyki
biochemicznej [30].

W zwiazku z udoskonaleniem techniki ultrasonograficznej,
ktore stworzylo mozliwo$¢ wezesnej identyfikacji wad anato-
micznych ptodu, badanie USG I-go trymestru nie ogranicza si¢
obecnie jedynie do wykrywania markeréw aneuploidii. Zatem
mimo rozpowszechnienia badania ptodowego DNA, badanie
USG pozostanie podstawowym narzgdziem diagnostyki prena-
talnej [20].

Whioski

Obecne we krwi matki pfodowe DNA moze by¢ wykorzysta-
ne w nieinwazyjnej diagnostyce najczgstszych trisomii u ptodu.
Metoda ma wysoka czuto$¢ 1 swoistos¢, jednak ze wzgledu na
maly odsetek wynikoéw fatszywie dodatnich na razie nie moze
by¢ stosowana w celach diagnostycznych. Wysoki koszt stanowi
najpowazniejsze ograniczenie jej szerokiego zastosowania.

Obecnie badanie zalecane jest gtoéwnie w grupie pacjentek
wysokiego ryzyka aneuploidii u ptodu oraz u pacjentek z prze-
ciwwskazaniem do badania inwazyjnego, jednak w przysztoéci
bedzie prawdopodobnie dostgpne dla wszystkich kobiet podda-
wanych rutynowej diagnostyce prenatalne;.
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