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SUMMARY

PRENATAL DIAGNOSTIC METHODS: QF-PCR, KARYOTYPING, FISH, NIFTY
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Contemporary cytogenetic and molecular genetic technologies offer a solid basis for an accurate and early diagnosis
of genetic diseases. Because of the rapid progress in both areas prenatal diagnosis became an efficient instrument both for
medical geneticists and gynecologists.

The development of complex techniques of prenatal molecular diagnosis has produced a real burst of information, which
requires an appropriate interpretation and application by the clinician for the benefit of the patient.

Our purpose is to make a brief analysis of the classical and newest methods of prenatal genetic diagnosis and to evaluate
risks and benefits of each method both for pregnant and fetus.

SUMMARY

METO/bI MIPEHATAJIBHOM JTUATHOCTHUKHA: QF-PCR, KAPHOTHII, FISH, NIFTY

KatoueBnie cnoBa: xkapuomun;, FISH; QF-PCR; NIFTY; V3U; npenamanvhas ouazHocmuka, npeHamanibHulll
CKpUHUHZ, aMHUOYyernmes,; becniooue.

Cospemennas yumozeHemuka CO8MeCMHO C NPOSPeccOM MONEKVIAPHO-2EHEMUYECKUX MEXHONOUL NPOTONCUTU
nyme K 60see MOUHOMY U 3HAYUMENbHO DoNiee PAHHEMY OUASHOCHMUPOBAHUIO 2eHeMUYeCKUX 3a601e6anull, Komopbie
coenanu npeHamanbHyo OUAZHOCMUKY 8eCoMa IPPEKMUBHBIM UHCIMPYMEHMOM 0151 6DAYA SUHEKOL02d U 2EHEMUKA.

Paspabomka 6onee cnosicHbix MONEKYIAPHBIX MEMOO08 NPEHAMANLHON OUASHOCTMUKU NPUBEILA K 83PbLEY UHGOpMAayUL,
Komopasi 0012CHa ObiMb NPUMeHeHa epavamu 0 bnaza nayuenmos. C ROMOWbIO 9MOoU Cmamvis Mbl XOMUM COe1ams
Kpamxuil auanu3 KAdccu4eckux u Ho8euuux memooos Oiisi NPeHAmaibHoU OUASHOCMUKU 2eHeMUYECKUX 3a001e6anull,
836€CUMb NOB3Y U PUCK KAANCO020 Memood, KaK 05t bepeMeHHOU, Max u 0Jis niood.

Introducere. Cele mai multe dintre femeile care zente incd de la nagtere, malformatii congenitale si
se decid sa faca diagnosticul prenatal o fac pentru a handicap intelectual de diferite grade.
evita nasterea unui copil cu anomalii cromozomia- Ecografia este utild in identificarea prenatald a
le. Cromozomii sunt unitdti microscopice prezente aneuploidiilor, deoarece fetii cu cariotip anormal au
in toate celulele corpului. Celulele somatice uma- deseori modificari sau defecte structurale sugestive,
ne contin fiecare cate 23 de perechi de cromozomi. vizibile ecografic. Markerii ecografici ai aneuploidi-
Cagtigarea sau pierderea de cromozomi in celulele ilor, evidentiabili in trimestrul I al sarcinii: - translu-
umane va cauza malformatii genetice fetale si per- centa nucald; - osul nazal (absenta sau hipoplazia);
turbari ale dezvoltarii embriofetale. Trisomia 21 - velocimetria ductului venos (absenta sau inversarea
(sindromul Down), 18 (sindromul Edwards) si 13 fluxului pe ductul venos in timpul contractiei atriale);
(sindromul Patau) sunt cele mai cunoscute trei ano- - regurgitatea tricuspidiana (regurgitatea sangelui prin
malii cromozomiale, care sunt cauzate de prezenta valva tricuspidi). in trimestrul II al sarcinii, markerii
unui numar suplimentar al cromozomilor 21, 18, ecografici ai aneploidiilor pot fi: - anomalii cerebrale
respectiv 13. Aneuploidiile cromozomilor sexuali (ventriculomegalie, microcefalie); - anomalii ale cor-
se caracterizeazd prin adaosul sau pierderea unui dului si ale vaselor mari; - anomalii urogenitale; - ano-
cromozom X sau Y: monosomia X (sindromul Tur- malii toracice; - anomalii ale membrelor; - anomalii
ner), XXY (sindromul Klinefelter), XXX (Triplu digestive si ale peretelui abdominal [2,3].
X), XYY [1]. Diagnosticul prenatal prin amniocenteza. Am-

Materialul genetic suplimentar poate provoca une- niocenteza consta In extragerea unei cantitati mici din
le caracteristici dismorfice, defecte fizice grave pre- lichidul amniotic care inconjoara fatul din uter. Proce-
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dura se efectueaza intr-un spital sau o clinica de obste-
trica si ginecologie cand varsta sarcinii este de 15-20
saptamani (optim la 16-18 sapt.).

inainte de aplicarea acestei proceduri medicul
efectueaza o scanare ecografica (ultrasonografie) care
va releva imagini despre uter, placentd, lichidul amni-
otic si fetus. Dupa vizualizare, medicul va introduce
un ac extrem de fin, strabatand peretele abdominal al
femeii, in uter, si va preleva aproximativ 5-20 ml de
lichid amniotic. Aceastd etapd durcaza doar cateva
minute. Dupa prelevarea probei se efectueaza o noud
verificare ecografica a starii fatului [4].

Fig. 1: Amniocenteza

Amniocenteza a devenit o metoda de rutina la in-
ceputul anilor 1970. Amniocenteza nu este total ex-
ceptata de riscuri.

Celulele din lichidul amniotic descuamate din
tegumentele si mucoasele fetusului sunt cultivate in
conditii speciale si apoi testate pentru prezenta ano-
maliilor cromozomale, in cazul cariotiparii. Amnioci-
tele pot fi examinate §i fara necesitatea cultivarii, n
cazul metodei FISH sau QF-PCR.

Fiecare metoda de diagnostic are atat avantaje cat
si dezavantaje, de aceea selectarea metodei optime de
diagnostic trebuie facutd in urma unei consilieri, n
comun cu medicul ginecolog si genetician.

QF-PCR = Quantitative Fluorescent PCR (PCR
fluorescent cantitativ): Avantajele metodei constau in
rapiditatea obtinerii rezultatului, care poate fi efectu-
at in cateva ore, §i ne mai ofera informatia privitor la
sexul fatului. Precizia metodei este de circa 99,5%.
Pentru analiza QF-PCR sunt necesare doar 2-3 ml de
lichid amniotic, prelevati prin amniocenteza. Analiza
se poate face de la 14 saptamani de sarcind. Avantajul
fatd de metoda FISH este faptul ca analiza probelor
este automatizatd, ceea ce micgoreaza costurile [2].

Prin metoda QF-PCR la analizorul genetic auto-
matizat este analizat ADN-ul fetal, mai exact sunt am-
plificati prin PCR multiplex (reactia de polimerizare
in lant), iar ulterior analizati 28 de markeri STR (short
tandem repeats) — loci specifici pentru cromozomii 13,
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18,21, X 51 Y. Pe baza electroforegramelor obtinute in
urma electroforezei capilare la secventiator (analizor
genetic automatizat) si procesarii datelor intr-un soft
specializat, se poate elibera concluzia privitor la lipsa
sau prezenta aneuploidiilor pentru cromozomii 13, 18,
21, XsiY [5].

in mod normal raportul intre alelele aceluiasi mar-
ker este de 1:1, se admite un interval de limite care sa
se Incadreze intre 0.8 - 1.4, pentru ca raportul sa fie
considerat normal.

Intervalul trialelic este caracteristic in cazul triso-
miilor. Trei alele sunt evidente prin trei varfuri (peak-
uri) intr-un raport de 1:1:1 (Fig.2,a), sau doua alele in
raport de 2:1 sau 1:2 (Fig.2,b).

in cazul aparitiei doar a unei alele, adica a unui
singur varf (peak) pentru un marker, respectivul mar-
ker este considerat non-informativ.

Fig.2,a: QF-PCR, trei alele in raportde 1:1:1

Fig.2,b: QF-PCR, douda alele in raport de 1:2

Pentru a interpreta un rezultat, este important sa
existe o coerentd intre toti markerii specifici aceluiasi
cromozom [5].

Cariotipul fetal: metoda cariotiparii constid in
prelevarea lichidului amniotic §i punerea acestu-
ia In mediu de culturd cu obtinerea de metafaze si
studierea lor. Mai intai se efectueaza punctia amni-
otica (amniocenteza), sub ghidaj ecografic in timp
real. La amniocenteza se preleveaza aproximativ
5-20 ml lichid amniotic care contine amniocite, ce
vor fi cultivate in medii speciale, in incubator cu
CO,. Analiza cromozomilor se face cu ajutorul unui
microscop, la care se ataseaza o camera video pen-
tru captarea imaginilor si prelucrarea lor ulterioara
intr-un soft specializat. Rezultatul este eliberat in
aproximativ 2-3 saptamani. Exista riscul de infec-
tare a culturilor de amniocite. Metoda datd nu ne
oferd informatii despre modificarile aparute la ni-
velul genelor. Analiza se face in intervalul de 15-
20 saptamani de sarcind. Metoda cariotiparii fetale
este considerata ,.,golden standard” (standardul de
aur) pentru diagnosticul prenatal [4].
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Fig. 3: OF-PCR: 46, XX — lipsa aneuploidiilor ale cromozomilor 21, 18, 13, X, Y

Cariotipul fetal se poate obtine si in urma unei bi-
opsii de vilozitati coriale (CVS) care se poate face la
un termen de aproximativ 10-12 saptaméani de sarcina,
dar riscul de avort spontan este mult mai crescut ~
1/100.

FISH (hibridizarea fluorescentd in situ): Tehnica
de citogeneticd moleculara care permite localizarea
unei secvente specifice de ADN intr-un cromozom,
utilizata in scopul identificarii anomaliilor cromozo-
miale, numerice si structurale. Se folosesc probe oli-
gonucleotidice marcate fluorescent pentru diagnosti-
cul aneuploidiilor cromozomilor 13, 18,21, X si Y. Se
realizeaza pe nuclei interfazici, fara sa fie nevoie de
efectuarea de culturi celulare [5, 6].
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Mai multe sindroame dismorfice (sindromul Wil-
liams, Prader-Willi, Angelman, Di George) produse
de microdeletii sau microduplicatii, suspectate clinic,
imposibil de observat prin tehnicile citogenetice con-
ventionale, pot fi evidentiate prin FISH-ul metafazic.

Principiul metodei consta in realizarea unei hibri-
dizari, pe baza de complementaritate, Intre o secventa
—tintd de ADN al cromozomului analizat i o sonda de
ADN specificd marcata fluorescent. Hibridizarea son-
dei cu ADN-ul celular este vizualizata la microscopul
cu fluorescenta echipat cu filtre de excitatie si emisie,
ceea ce permite citirea semnalelor specifice zonei-
tintd. Se numara si se analizeaza semnalele prezente
in aproximativ o sutd de celule (de ex. trei semnale
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Fig.4: Cariotip: 46, XX

fluorescente specifice pentru cromozomul 21 indica
sindromul Down).

Tehnica FISH a fost introdusa ca o metoda de dia-
gnostic prenatal la inceputul anilor 1990 [2].

Rezultatul se elibereaza in aproximativ 2-3 zile si
sunt necesari 5-10 ml de lichid amniotic. Se recoman-
da ca amniocenteza sa se efectueze dupa 16 saptamani
de sarcina, cand cantitatea de celule fetale 1n lichidul
amniotic este mai mare.

Fig.5: FISH - 47, XXY

NIFTY - test noninvaziv al trisomiei fetale. NIF-
TY este un test efectuat din sdngele mamei, care de-
tecteazd aneuploidiile cromozomilor 13, 18, 21, X si
Y, dar si alte sindroame genetice fard a prezenta riscuri
pentru fat sau mama. Acest test neinvaziv al trisomiei
fetale este un test de screening prenatal.
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Principiul metodei: fragmente de ADN liber circu-
lant (cfDNA) sunt fragmente scurte de ADN care pot
fi gasite in sange. In timpul sarcinii, fragmentele de
cfDNA originare atit de la mama cat si de la fat sunt
prezente in circulatia sangelui matern. ADN-ul fetal
liber circulant (cffDNA — cell free fetal DNA) — este
prezent ca o componentd minora din totalul de cfDNA
in plasma materna [7].

Testul consta in prelevarea unei probe de sange ve-
nos de 10 ml de la femeia Insarcinatd in saptdmanile
de sarcind 10 — 24. Din aceasta proba de sange perife-
ric matern se analizeazd ADN-ul fetal (cffDNA) pen-
tru a detecta anomalii cromozomiale, folosind tehno-
logia secventierii de ultimd generatie (NGS) cuplata
cu analiza bioinformatica avansati. In cazul prezentei
aneuploidiei, pe cromozomii afectati vor fi detectate
mici excese sau deficite de ADN. Prin utilizarea teh-
nologiei de secventiere masiv paralela (MPS) se sec-
ventiazd milioane de fragmente de ADN atét fetale cat
si materne si se face compararea cromozomilor din
esantionul testat cu cromozomii de referintd pentru a
determina prezenta anormalitatilor.

De asemenea, testul NIFTY permite testarea si
pentru anumite sindroame de deletie, cum ar fi: 5p
(sindromul Cri-du-Chat), 1p36, 2q33.1. Avand aceas-
ta informatie, este posibild si identificarea sexului co-
pilului (masculin/ feminin) [7,8].



Fig.6: ADN-ul fetal liber circulant in sdngele matern

Avantajele testului NIFTY:

- Grad ridicat de precizie: Se bazeaza pe tehnolo-
gia de analize bioinformatice secventiale (NGS), rata
de detectare >99%.

- Neinvaziv: Este nevoie doar de 10 ml de sange
venos matern. Prin urmare, nu exista nici un risc pen-

tru o eventuala infectie intrauterin si avort.

- Fara risc: Evita infectia intrauterind si avortul
indus.

- Detectare incipienta: Efectuat in primele 10 sap-
tdmani de sarcind, acesta permite o detectare din timp
pentru o mai buna decizie clinica [7].

Tabel 1

Comparatie intre metodele de diagnostic si cele de screenig prenatal

Metoda Rata de detectie, riscuri Saptamfmva de Timp de raspuns Test n.lvaan
sarcini sau neinvaziv
16~ _ 0,
Screening biochimic, Rata de detectie .6.0 80%, 11-13+6s . . .
. procent fals pozitiv 5%, lzi neinvaziv
markeri sange matern . 15-20s
fara risc de avort
Markerii ecografici in Rata de detectie ~60-80%, rezultat in aceeasi
trimestrul I al sarcinii. Procent fals pozitiv 5%, 11-13+6s Ji 3 neinvaziv
Translucenta nucala (NT) fara risc de avort
Amniocenteza + Rata de detectie >99%, 15-21 s 2.3 siptimani invaziv
cariotip fetal risc de avort ~0.5% P
Biopsia de vilozitdti coriale Rata de detectie >99%, 10-12s 2-3 saptimani invaziv
(CVYS) risc de avort ~1-2%
Cordocent?za. PfOba Rata de detectie >99%, . . .
percutanata de sange risc de avort ~0.5-1% 18-23s 4-5 zile nvaziv
ombilical oo
—
FISH Raa de detectic o 16-21's 2.3 zile invaziv
~VU. (V]
=000
QF-PCR R?it:‘cdgedae‘tiﬁ‘e . 209/” 14-24s 1-2 zile invaziv
~VU. (V]
- >000
NIFTY Rat;f;r?:cteggzvogr? %, 10-24s 2-3 saptamani neinvaziv
Concluzii. Testarea prenatald, chiar daca uneori poate consti-

Se poate conchide, fara rezerva, ca bolile genetice
reprezintd o problema majora de sanatate publica im-
punand actiuni concrete si eficace de diagnostic si un
program national de profilaxie a bolilor genetice bazat
pe sfat genetic, screening si diagnostic prenatal.

71

tui o sursa de disconfort pentru mama si risc pentru
fat, are rolul de a permite evitarea nasterii unui copil
cu malformatii, in baza unei consilieri genetice si a
deciziilor luate de cuplu, decizia unui avort terapeutic
fiind 14sata la latitudinea familiilor afectate.



Consilierea geneticd este cruciald pentru a ajuta
pacientul sa inteleaga rezultatul testului si sa-1 percea-
pa in contextul circumstantelor sale de viata, misiunea
medicilor fiind de a ingriji si de a informa pacientii
pentru luarea unor decizii corecte.
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tica vs Eugenism.
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SUMMARY

HYPERANDROGENIC SYNDROME IN GYNECOLOGYCAL PRACTICE: PRINCIPLES OF DIAGNOSIS AND TREATMENT

Key words: hyperandrogenic syndrom, polycystic ovary syndrome, hirsutism, acne, combined oral contraceptives.

The hyperandrogenic syndrome (HAS) brings together diseases/conditions associated with excessive production of
androgens in the female body, or increased sensitivity to them in hormone- dependent organs. Nosological forms of HAS
range from isolated lesions of the skin to systemic diseases associated with a high risk of metabolic disorders, cardio-
vascular disease, infertility, hyperplastic processes of the reproductive system and cancer. Management algorithms of
these patients are processed in endocrinology, gynecology and dermatology, but in actual practice, a multidisciplinary
approach to the management of patients is rare. In most cases, clinicians cannot avoid polypragmasie in treatment
planning, and the number of medications that can have a multi-dimensional effect is small. This determines the need of
continuing the search for drugs, including hormonal treatment strategies for patients with HAS, depending on the main
cause of the endocrinopathy .

PE3IOME

TUNEPAHIPOTEHHBIE COCTOSTHUS B THHEKOJIOTMYECKOM IMPAKTUKE: IPUHIUIIBI JUATHOCTUKHA U JIEYEHUS

Knrouesvie cnosa: cunepanopozenus, CUHOPOM NOTUKUCTHOZHBIX AUYHUKOS, SUPCYMUIM, AKHe, KOMOUHUDOBAHHbLE
OpanvHble KOHMpPayenmuesl

Cunopom eunepanopoeeruu (CI'4) obveounsem psao 3a001e8anull/cOCMOAHUL, ACCOYUUPOBAHHBIX C U30BIMOYHOU
nPoOyKyueli aHOPO2EHO8 8 HCEHCKOM Op2aHUzMe WU NOGIUEHUEM YYBCHGUMETbHOCIU K HUM 20PMOHO3A8UCUMbIX
opeanos. Hosonozcuueckue sapuanmer CIA pacnpedensiiomes om u30IupoBaHHbIX NOPANCEHULL KOXCU U ee Npuoam-
K08 00 CUCEMHBIX 3a001e8aHUl, CONPOBONHCOAOUUXCA BLICOKUM PUCKOM MEMADOIUYECKUX PaAcCmpoiicms, cepoeyHo-
€OCYOUCMOtl U OHKOIOSUYECKOU NAMOonocuu, Oecnioous, UNEPRIACTIUYECKUX NPOYECcco8 PenpoOYKIMUSHOU CUCTEMbL.
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