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okresie perinatalnym zaréwno wérdd

przyszlych rodzicow, jak i pracownikow

opieki zdrowotnej pojawiajg sie¢ obawy

natury genetycznej i spolecznej. Dzieki

postepowi w dziedzinie genomiki i metodach rozrodu

wspomaganego medycznie naprzeciw tym obawom wy-

chodzg nowe metody wykrywania zaburzen genetycznych

i podatnosci na choroby u ptodu, mozliwe do zastosowa-

nia na réznych etapach opieki perinatalnej. Pojawiajace sie

metody leczenia choréb monogenowych moga nadaé temu
zagadnieniu nowy wymiar.

Lekarzy majacych pod opieka osoby planujace ciaze
zacheca sie do zbierania od tych pacjentéw wywiadu ro-
dzinnego oraz danych genetycznych, dzieki ktérym bedg
mogli udzieli¢ informacji na temat dostepnych badan wy-
krywajacych nosicielstwo chordb genetycznych opartych
na swoistych dla konkretnej populagji czynnikach ryzyka,’
a w razie koniecznosci skierowaé pacjentéw do specjali-
stow zajmujacych sie genetyka i cigzg duzego ryzyka. Na
Swiecie obserwuje si¢ duze réznice w przyswajaniu i wdra-
zaniu edukagji genetycznej i praktyk badan przesiewowych
przez podmioty $wiadczace ustugi zdrowotne, kobiety i ich
partner6w oraz systemy ubezpieczefi zdrowotnych.?® Rz-
nic tych nalezy sie spodziewaé, poniewaz wynikajg one
z roznego dostepu do opieki zdrowotnej oraz rdznej do-
stepno$ci poradnictwa genetycznego i diagnostyki gene-
tycznej.

Mozliwosci badan genetycznych wciaz sie poszerzaja.
Nawet w najkorzystniejszym scenariuszu pacjenci, leka-
rze i osoby odpowiedzialne za polityke zdrowotng musza
stanaé przed skomplikowanym wyborem, ktére techniki
genetyczne powinno sie stosowac szeroko, a ktore w przy-
padkach indywidualnej oceny zwiekszonego ryzyka,
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oraz okresli¢, w jakim stopniu wyniki badan laboratoryj-
nych powinny wplywaé na podejmowanie tych decyzji.*
Na przyktad nie zawsze mozna przewidzie¢ a priori stopiefi
ciezkosci stanu klinicznego na podstawie genotypu. Wynik
badania laboratoryjnego stwierdzajacy mutacje moze by¢
poprawny, ale zidentyfikowana mutacja genetyczna moze
nie powodowaé choroby (tzn. jest to wariant genetyczny
o nieokreslonym znaczeniu). Ponadto odkryta mutacja lub
wariant w znanym genie konkretnej choroby moze nie
korelowac z fenotypem ze wzgledu na wplyw czynnikéw
modyfikujacych, ktére moga mieé charakter genetyczny,
epigenetyczny lub §rodowiskowy.

Diagnostyka genetyczna i badania przesiewowe
przed poczeciem

Jesli to mozliwe, ryzyko genetyczne, zwlaszcza zwigzane
ze znang chorobg genetyczng, ktéra wystepuje w rodzinie
lub wystapita w poprzedniej ciazy, powinno by¢ oceniane
przed poczeciem lub, w kontekscie zaptodnienia pozaustro-
jowego, przed zainicjowaniem cigzy. Przesiewowe badania
genetyczne w kierunku konkretnych choréb (lub grup
chordb) proponowane s3 indywidualnym pacjentom, gru-
pom lub calym populacjom. Obcigzony wywiad rodzinny
nie jest konieczny, aby para kwalifikowala sie do badania
przesiewowego. Diagnostyka genetyczna prowadzona jest
wtedy, gdy zachodzi podejrzenie, ze u konkretnej osoby
wystepuje zwiekszone ryzyko genetyczne ze wzgledu na
wywiad rodzinny lub dodatni wynik biochemicznego ba-
dania przesiewowego.

American College of Obstetricians and Gynecologists
(ACOG) zaleca, aby udziela¢ kobietom informacji na temat
ryzyka genetycznego, wiaczajac ryzyko nosicielstwa zmu-
towanych alleli odpowiedzialnych za wystapienie muko-
wiscydozy, hemoglobinopatii oraz choréb typowych dla
populacji Zydéw, ktérych przodkowie pochodzili z Eu-
ropy Wschodniej.'>"1® American College of Medical Ge-
netics (ACMG) dla tej populagji zaleca szerszy panel badan
przesiewowych, poza tym wszystkim parom, bez wzgledu
na ras¢ czy pochodzenie etniczne, proponuje badanie
w kierunku rdzeniowego zaniku mie$ni.!'¢ Identyfikacja
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Stowniczek

powielenie danej sekwencji DNA w wielu kopiach, zwykle przez zastosowanie reakgji fancuchowej polimerazy.
zaburzenie liczby chromosoméw w postaci jednej lub wiecej dodatkowych kopii lub utraty chromosomu, prowadzace
do niezréwnowazonej ilosci materiatu genetycznego lub liczba chromosoméw niebedaca zwielokrotnieniem podstawowej liczby

haploidalnej.

technika umozliwiajaca wykrywanie niedoboru lub naddatku

DNA w catym genomie, niewymagajgca wczesniejszej znajomosci konkretnego zaburzenia w chromosomach.
zmiana lokalizacji jednego lub kilku segmentéw danego chromosomu, niewptywajaca na catkowitg ilos¢

materiatu genetycznego w komaérkach somatycznych lub gametach.

réznice miedzy poszczegdlnymi osobami w liczbie kopii konkretnego genu lub sekwencji DNA. Petne znaczenie
zmiennosci liczby kopii dla choréb wystepujgcych u cztowieka nie jest znane.
zmiana w regulacji ekspresji genu i jego aktywnosci bez zmiany struktury genu.
technika laboratoryjna pozwalajaca na wykrywanie i lokalizacje swoistych sekwencji DNA
na chromosomach. Polega na inkubacji badanego materiatu z matymi czasteczkami DNA — sondami genetycznymi, ktére
sg oznakowane czgsteczka fluorescencyjng. Sonda wigze sie z odpowiadajaca jej sekwencjg na chromosomie na zasadzie

komplementarnosci.

metoda stosowana w badaniach genetycznych w celu

poszukiwania zwigzku miedzy swoistg zmiennoscia genetyczng (zwykle setki tysiecy polimorfizméw pojedynczych nukleotyddw)

a konkretnymi chorobami.

obecnos¢ roznych alleli w jednym lub wiecej loci chromosoméw homologicznych (sparowanych).
technika laboratoryjna wykorzystywana do amplifikacji DNA. Krétkie, zsyntezowane sekwencje DNA
komplementarne do okreslonych regiondw genu nazywane primerami stosowane sg do wyodrebnienia fragmentu genomu, ktéry ma
zosta¢ powielony. Temperatura reakgji jest na zmiane podwyzszana i obnizana, co ufatwia kopiowanie wybranej sekwencji DNA przez
enzym replikujgcy. Technika ta pozwala na uzyskanie milionéw kopii danej sekwencji w kilka godzin.
czasteczka (w postaci krétkiego tancucha RNA lub DNA), ktérej obecnos¢ jest konieczna do stworzenia innej czasteczki

(w postaci diuzszego tancucha DNA).

swoista, prefabrykowana sekwencja DNA lub RNA, oznakowana jedng z kilku metod i wykorzystywana do wykrywania

komplementarnych sekwencji przez wigzanie sie z nimi.

zmiennos¢ dotyczaca pojedynczego nukleotydu w sekwencjach DNA, powszechna forma

zmiennosci w ludzkim genomie.

separacja czasteczek DNA na podstawie dtugosci poszczegdlnych sekwencji nukleotyddw.
okreslenie pierwotnej sekwencji nukleotydéw catego genomu danego organizmu.

nosicieli recesywnych chordéb autosomalnych oraz choréb
sprzezonych z chromosomem X jeszcze przed poczeciem
pozwala parom na bardziej swiadome podejmowanie de-
cyzji reprodukeyjnych.

W zaleznoéci od tego, czy materialem do badania prze-
siewowego s3 chromosomy, biatka, produkty powigzane
z genem (np. RNA) czy jadrowe albo mitochondrialne
DNA, wykorzystuje sie rézne metody. Obecnie skrining
nosicieli obejmuje badania najczesciej wystepujacych mu-
tacji i choréb swoistych dla danej populacji. Postep, jaki
dokonat si¢ ostatnio w metodach sekwencjonowania DNA
oraz w bioinformatyce, umozliwil opracowanie metody
identyfikacji nosicieli mutacji odpowiedzialnych za ponad
400 znanych chordb recesywnych.!” Stosujac te metode,
mozna jednak przeoczy¢ niektdre mutacje i nie wykryé
wszystkich nosicieli.

W przypadku badania przesiewowego wykrywajacego
nosicieli choroby Taya-Sachsa (niedobdr heksaminidazy,
najczesciej wystepujacy u Zydéw, ktorych przodkowie
pochodzg z Europy Wschodniej), podstawowa metoda
skriningowg pozostaje test aktywnoSci heksaminidazy,
gdyz wykazuje on wigksza czulo§¢ niz analiza DNA ukie-
runkowana na konkretne mutacje. (Badanie przesiewowe
w kierunku trzech najczestszych mutacji genu heksamini-
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dazy wykrywa 92-94% nosicieli'®). Obecnie stosowane s3
testy genetyczne oparte na mniej czulej strategii majacej
na celu wykrycie mutacji prowadzacej do choroby Taya-
-Sachsa, ktére symultanicznie wykrywajg obecno$é mutagji
odpowiedzialnych za inne choroby genetyczne stanowigce
ryzyko dla tej populagji, zatem oferujg szerszy zakres wy-
krywanych chordb, kosztem nizszej czutosci wykrycia
nosiciela choroby Taya-Sachsa. Z tego powodu lekarze
zlecajacy badania przesiewowe powinni posiadaé wiedze
na temat aktualnych zalecei towarzystw naukowych i po
poinformowaniu o czutosci i swoistoéci badania uzyskac na
nie $wiadomg zgode, a w przypadku niejasnych wynikéw
wiedzied, gdzie powinni skierowaé pacjenta.

Przedimplantacyjny skrining genetyczny

Przedimplantacyjny skrining genetyczny stosowany jest
w celu zwiekszenia skutecznosci leczenia metodami roz-
rodu wspomaganego medycznie przez wybér odpowied-
nich zarodkéw do transferu do jamy macicy (ryc. 1, grafika
interaktywna dostepna wraz z pelnym tekstem artykutu
na stronie NEJM.org). Analizie genetycznej poddawane
sa jeden lub dwa blastomery pobrane mikrochirurgicznie
z zarodka w trzecim dniu hodowli. Wyniki otrzymuje sie na
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Zaptodniona komorka jajowa,
biopsja ciatek kierunkowych
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WENA Y Metody przedimplantacyjnego skriningu genetycznego i genetycznej diagnostyki

przedimplantacyjne;j.

Materiat uzyskiwany jest przez mikrochirurgiczne pobranie ciatek kierunkowych, blastomeréw lub trofektodermy. Procedura biopsji zasadniczo
nie wptywa na potencjat rozwojowy zaptodnionych komarek jajowych i zarodkéw. W zaleznosci od materiatu i zastosowanej metody

badawczej wyniki uzyskiwane sa na tyle szybko, ze wybrane zarodki przenoszone s3 do macicy bez koniecznosci ich mrozenia w oczekiwaniu na
zakonczenie analizy genetycznej. Materiat matczyny (ciatka kierunkowe, aby okresli¢ status genetyczny komaérki jajowej konieczna jest ocena obu
ciatek) oraz genetyczny status zarodka (biopsja blastomeru i trofektodermy) mozna analizowa¢ wieloma réznymi metodami dajgcymi informacje
na temat chromosoméw ptci, liczby kopii pozostatych chromosoméw oraz ich zmian strukturalnych. Metody te obejmujg fluorescencyjng
hybrydyzacje in situ (fluorescent hybridization in situ, FISH), macierze wykorzystujgce metody polimorfizmu pojedynczych nukleotyddw (single-
nucleotide-polymorphism, SNP) pozwalajgce na analize 24 chromosoméw oraz poréwnawczg hybrydyzacje genomowg do mikromacierzy.
Metoda FISH pozwala na ocene ograniczonej liczby chromosomdéw. Poréwnawcza hybrydyzacja genomowa do mikromacierzy oraz macierze SNP
dajg mozliwos¢ oceny liczby kopii chromosoméw i ich zmian. Dodatkowo metodg macierzy SNP mozna zidentyfikowac istotng klinicznie disomie
jednorodzicielska, pokrewienstwo oraz zréwnowazone translokacje. Swoiste mutacje gendw identyfikowane sg metodami opartymi na reakgji
tancuchowej polimerazy (polymerase chain reaction, PCR). W przypadku choréb dziedziczonych zgodnie z genetyka mendlowska rozpoznanie
mozna ustali¢ w >80% przypadkéw. Niemoznos¢ uzyskania diagnozy wynika najczesciej z zanieczyszczenia materiatu lub jego nieudanej
amplifikacji. Jezeli jednak uda sie rozpozna¢ chorobe monogenowa, prawdopodobienstwo, ze rozpoznanie jest btedne, jest minimalne.

tyle szybko, ze wybrane zarodki mogg zosta¢ przeniesione
do jamy macicy w piatym dniu hodowli lub zosta¢ zamro-
zone i uzyte do transferu w przysztoSci. Nieprawidlowosci
chromosomowe wykrywane sg przy zastosowaniu fluore-
scencyjnej hybrydyzacji i situ (fluorescent in situ hybridi-
zation, FISH) wykorzystujacej fluorescencyjnie znakowane
sondy wigzace sie z plodowym DNA w jadrach interfazo-
wych (patrz stowniczek). Przedimplantacyjny skrining ge-
netyczny stosowany jest w przypadkach zaawansowanego
wieku matki, nawracajgcych niepowodzen implantagji,
idiopatycznych poroniefi nawracajacych, a takze aby po-
prawi¢ wskazniki cigz w przypadkach transferéw pojedyn-
czych zarodkow. 2!

www.podyplomie.pl/ginekologiapodyplomie

W zarodkach ludzkich bedacych na etapie bruzdko-
wania obserwuje si¢ duzy stopiefi mozaicyzmu, co moze
utrudnia¢ interpretacje wynikéw i wymagaé¢ ponownej
analizy na dalszych etapach rozwoju. Z kolei aktualnie
stosowane metody FISH uniemozliwiaja analize wszyst-
kich chromosoméw w stopniu, jaki jest konieczny, jesli
genetyczny skrining przedimplantacyjny ma poprawié
wskaznik uzyskiwanych cigz, zatem debata na temat przy-
datnosci tej metody wcigz trwa. Stad skrining genetyczny
oparty na metodzie FISH aktualnie nie jest zalecany w przy-
padku wskazafn wymienionych powyzej (tj. zaawansowany
wiek matki, powtarzajace sie niepowodzenia implanta-
qji, idiopatyczne poronienia nawracajace oraz poprawa
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Choroby jednogenowe czesto identyfikowane
w trakcie genetycznej diagnostyki
przedimplantacyjnej

Dominujace
Choroba Huntingtona HTT
Dystrofia miotoniczna Typ |, DMPK;
typ 2, ZNF9 (CNBP)

Choroba Charcota-Mariego-Tootha Typ 1A, PMP22

Recesywne
B-talasemia HBB
Mukowiscydoza CFTR

Rdzeniowy zanik miesni SMN1
(choroba Werdniga-Hoffmana)

Niedokrwistos¢ sierpowatokrwinkowa — HBB

Sprzezone z picia

Zespot tamliwego chromosomu X FMR1
Dystrofia miesniowa Duchenne’a DMD
Hemofilia Typ A, F8; typ B, F9

wskaznikéw cigz w przypadkach transferu pojedynczego
zarodka).?> Poprawe wynikow leczenia metoda zaplod-
nienia pozaustrojowego moze przynie$¢ analiza ciatek
kierunkowych wykrywajaca zaburzenia genetyczne pocho-
dzenia matczynego obecne w komoérkach jajowych, wia-
czajac bledy zachodzace w czasie podzialu mejotycznego
prowadzace do aneuploidii. Nowsze metody oparte na
technologii mikromacierzy, wlaczajac mikromacierze wy-
korzystujace polimorfizm pojedynczych nukleotydéw (sin-
gle-nucleotide-polymorphism, SNP) pozwalajace na analize
24 chromosoméw (kariotypowanie wirtualne), dostarczajg
wiecej informacji genetycznej i prawdopodobnie zastapia
FISH.® Ta technologia ma szanse zwickszy¢ kliniczne za-
stosowanie przedimplantacyjnego skriningu genetycznego.

Przedimplantacyjna diagnostyka genetyczna

Przedimplantacyjna diagnostyka genetyczna, wprowa-
dzona w 1990 roku, pozwala na wybér do transferu
zarodka pozbawionego choroby genetycznej.>* Analiza
genetyczna przeprowadzana jest podobnie jak w przy-
padku przedimplantacyjnego skriningu genetycznego.
W celu wykrycia chromosoméw plci i swoistych zabu-
rzefi pozostatych chromosoméw stosowana jest metoda
FISH, natomiast w diagnostyce molekularnej opartej na
amplifikacji DNA wykorzystywana jest metoda reakcji
taficuchowej polimerazy (polymerase chain reaction,
PCR). Odnotowano narodziny pierwszego dziecka po za-
stosowaniu przedimplantacyjnej diagnostyki genetycznej
z wykorzystaniem poréwnawczej hybrydyzacji genomo-
wej i techniki mikromacierzy.” Mozliwe jest takze wykry-
wanie mutacji DNA mitochondrialnego pod warunkiem,
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ze przewazaja one w puli tego rodzaju DNA.?® Analiza
pierwszego i drugiego ciatka kierunkowego pozwala
wykry¢ mutacje w materiale genetycznym pochodzenia
matczynego (tj. choroby sprzezone z chromosomem X
oraz choroby autosomalne dominujace), wiaczajac no-
sicielstwo dystrofii mieSniowej Duchenne’a, zespotu
nietrzymania barwnika (incontinentia pigmenti) oraz
neurofibromatozy typu 2.

Gléwne choroby monogenowe o charakterze dominu-
jacym recesywnym i sprzezonym z chromosomem X, dla
ktorych stosowana jest przedimplantacyjna diagnostyka
genetyczna, wymieniono w tabeli 1. Przy zastosowaniu
wspofczesnych metod diagnostyka chordb dziedziczo-
nych zgodnie z prawami Mendla jest bardzo doktadna,
wskaznik btednych wynikéw nie przekracza 1%.2% Bledy
diagnostyczne przypisywane s3 bledom laboratoryjnym,
wlaczajac transfer niewtaSciwego zarodka, zanieczyszcze-
nie probki materialem pozazarodkowym, nieudang ampli-
fikacje metodg PCR jednego z alleli (tzw. allele dropout),
zastosowanie nieprawidlowych sond genetycznych lub
niewla$ciwych zestawdw primeréw oraz mozaicyzm chro-
mosomow.

Dostepno$¢ przedimplantacyjnej diagnostyki gene-
tycznej w Stanach Zjednoczonych i Europie jest coraz
szersza. Niemniej jednak jej zastosowanie jest wzglednie
stabo regulowane, mimo ze profesjonalne towarzystwa
lekarskie, American Society for Reproductive Medicine
(ASRM) oraz European Society of Human Reproduction
and Embryology (ESHRE), opracowaly wytyczne i zalecily
akredytagcje laboratoriéw wykonujacych taka diagnostyke
genetyczng.>>*"

Prenatalna diagnostyka genetyczna
i genomowa

Podstawowe ryzyko jakiejkolwiek wady wrodzonej dla
wszystkich ciaz wynosi 3-4%. Stopieni cigzkosci wad wro-
dzonych rdzni sie znacznie, odzwierciedlajac szeroki wa-
chlarz dziedziczonych mutacji i wariantéw genetycznych,
spontanicznych mutacji powstajgcych w gametach, zarod-
kach lub u ptodu, zmian epigenetycznych oraz naktadajacy
si¢ wplyw $rodowiska. Czynniki matczyne zwigkszajace
ryzyko posiadania dziecka z chorobg lub wadg genetyczng
obejmuja zaawansowany wiek, choroby, takie jak cukrzyca
i otylos¢, ekspozycje na czynniki teratogenne, takie jak al-
kohol oraz zakazenia wirusowe.

Wspolczesnie stosowana genetyczna diagnostyka prena-
talna wymaga pobrania prébki zawierajacej komorki ptodu
przez biopsje kosméwki pod kontrolg ultrasonograficzng
z dostepu przezpochwowego lub przez powtoki brzuszne
wykonang migdzy 10 a 14 tygodniem cigzy lub tez po-
brania plynu owodniowego zawierajacego ztuszczone ko-
morki ptodu okoto 15 tygodnia cigzy (amniopunkcja) oraz
hodowli tych komorek. Diagnostyka prenatalna w postaci
biopsji kosmowki lub amniopunkgji jest opcja postepowa-
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Genomowe badania wykonywane w okresie perinatalnym

Rodzaj badania* Kosmki Amniocyty Jadrowe
kosmowki komorki

ptodowe

Kariotyp (cytogenetyczny)  Tak Tak Nie
FISH Tak Tak Tak
llosciowa PCR Tak Tak Tak
SNP lub poréwnawcza Tak Tak Tak
hybrydyzacja genomowa

do macierzy

Réwnolegte Tak Tak Tak

sekwencjonowanie duzej
liczby fragmentéw DNA

Sekwencjonowanie eksomu  Tak Tak Tak
lub catego genomu

Wykrywanie mutacji Tak Tak Tak

Pozakomoérkowe Ciatka Biopsja Mozliwos¢
ptodowe kierunkowe blastomeru analizy
DNA/RNA lub catego
blastocysty genomut

Nie Nie Nie Tak

Nie Tak Tak Nie

Tak Tak Tak Nie

Tak Tak Tak Tak

Tak Tak Tak Tak

Tak Tak Tak Tak

Tak Tak Tak Nie

*Wymieniono techniki, ktére s stosowane lub nadaja sie do zastosowania w genetycznej diagnostyce okresu perinatalnego. FISH — fluorescencyjna hybrydyzacja in situ,

PCR - tancuchowa reakgja polimerazy, SNP — polimorfizm pojedynczych nukleotydéw.

TAnaliza catego genomu (genomewide analysis) obejmuje poréwnawczg hybrydyzacje genomowa, badanie 24 chromosoméw metoda macierzy SNP, sekwencjonowanie

catego eksomu i sekwencjonowanie catego genomu.

nia w cigzach duzego ryzyka. Procedury te pociagaja za
sobg okoto jednoprocentowe lub mniejsze ryzyko poro-
nienia. Informacje uzyskang droga tradycyjnego badania
cytogenetycznego lub analizy metodg FISH kosméwki lub
uzyskanych w hodowli komoérek ptodu mozna uzupetnié
badaniami technikg macierzy DNA, wiaczajac poréwnaw-
cza hybrydyzacje genomowa do mikromacierzy i macierze
SNP. Te metody sg w stanie wykry¢ zmienno$¢ genetyczna
i nieprawidlowosci, ktére zwykle sa niewykrywalne meto-
dami cytogenetycznymi o niskiej rozdzielczosci, wlaczajgc
zmienno$¢ liczby kopii danego genu.?!

Informacja na temat liczby kopii konkretnego genu
moze by¢ przydatna w przypadkach stwierdzenia wartosci
zwigzanej z wystepowaniem danej choroby, jednak w wiek-
szosci przypadkow kliniczne znacznie wielkosci tych po-
wtbrzefi nie jest znane. Wiele choréb jest heterogennych
genetycznie, cze$¢ przypadkéw spowodowanych jest pewna
liczba powtdrzen kopii genu, pozostate zwigzane s3 z in-
nymi czynnikami. Techniki laboratoryjne wykorzystujace
macierze DNA beda prawdopodobnie coraz szerzej sto-
sowane w diagnostyce genetycznej i obecnie trwa debata
dotyczaca waSciwego zastosowania tych metod, zwlaszcza
w diagnostyce prenatalnej. Wytyczne zaproponowane przez
ACOG i inne medyczne towarzystwa naukowe beda z cza-
sem ewoluowaty.’?

Stwierdzenie wady ptodu w badaniu ultrasonograficz-
nym stwarza okazje do omdwienia z rodzing mozliwosci
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wykrycia genetycznego tta malformacji. Zastosowanie
diagnostyki genetycznej i genomowej w takich sytuacjach
powinno by¢ jednak rozwazone pod katem kosztéw
i ewentualnych trudnosci w interpretacji wynikéw, zwlasz-
cza jeSli w rodzinie nie przeprowadzano dotychczas dia-
gnostyki genetycznej, ktérej wyniki mogtyby utatwié te
interpretacje.

Nieinwazyjna diagnostyka prenatalna

Od dawna wiadomo, ze jadrowe komorki ptodu prze-
dostajg sie do krazenia matki, jednak proéby izola-
¢ji tych komérek z krwi matki (znajdujacych sie tam
zwykle w liczbie 1-6/ml) i wykorzystanie ich do celéw
diagnostyki genetycznej nie przynosity oczekiwanych
rezultatow ze wzgledu na malg czulo$é. Pozakomor-
kowe plodowe RNA i DNA, uwalniane z komodrek
trofoblastu ulegajacych apoptozie (nie z komdrek pto-
dowych jako takich), w $wietle ostatnio dokonanego
postepu w metodach sekwencjonowania DNA i infor-
matyce, wydaja sie bardziej obiecujacym zrédiem ma-
teriatu dla badah genetycznych (tab. 2).3%3 W 2007
roku wykryto u ptodu zesp6t Downa, stosujac ilo-
Sciowe badanie krwi matczynej w kierunku obecnosci
pozakomdrkowego RNA dla PLAC4,% swoistego dla
trofoblastu genu zlokalizowanego w regionie chromo-
somu 21 odpowiedzialnego za wystapienie tego zespotu
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tozysko

Apoptotyczne komorki
trofoblastu

Izolowanie RNA

Y

[ llosciowa PCR j

Y

Okreslenie liczby kopii
chromosomoéw na podstawie
stosunku alleli

Izolowanie DNA

\/

Sekwencjonowanie
DNA

Poréwnanie liczby sekwencji swoistych
dla chromosomu ze standardem
referencyjnym lub genami swoistymi
dla danego chromosomu

Nieinwazyjna diagnostyka prenatalna z wykorzystaniem osoczowego pozakomérkowego RNA

lub DNA ptodowego obecnego we krwi matki, pochodzacego z obumartych komoérek trofoblastu

tworzacego fozysko.

W przypadku pozakomdérkowego RNA ptodowego docelowe czasteczki RNA zawierajgce SNP oceniane sg ilosciowo przy uzyciu metody PCR.
Stosunek ilosciowy alleli, okreslany za pomocg ilosciowej PCR, wykorzystywany jest do okreslenia liczby kopii chromosomu w przypadku, kiedy
ptdd jest heterozygota dla SNP. W przypadku euploidii oczekiwany stosunek amplifikowanych alleli wynosi 1:1, natomiast proporcja 2:1 wskazuje
na trisomie. Pozakomdrkowe ptodowe DNA w osoczu moze by¢ bezposrednio sekwencjonowane, poniewaz jest mnigjsze niz matczyne DNA
pozakomérkowe, poza tym przed analizg sekwencji moze zostac ,zageszczone” drogga frakcjonowania na podstawie wielkosci czasteczek. Liczba
swoistych sekwencji charakterystycznych dla danego chromosomu moze by¢ poréwnana z prébka referencyjng lub z innym chromosomem jako
swoistym denominatorem w probce, co pozwala wykryé zmiennos¢ w liczbie chromosoméw lub ich zmiany strukturalne. Opisano dodatkowe
metody analizy pozakomérkowego DNA ptodowego w celu okreslenia liczby chromosomdw, miedzy innymi metody ilosciowej oceny odmiennie

metylowanych regionéw okreslonych chromosoméw ptodu przy uzyciu PCR. Te metody oczekuja na walidacje.

(ryc. 2).%¢ Sekwencja kodujgca PLAC4 ma takie SN, kt6re
w przypadku, kiedy ptéd jest heterozygota, pozwalajg
na okreSlenie stosunku alleli wzgledem siebie. W zarod-
kach euploidalnych stosunek ten wynosi 1:1. Stosunek
2:1 wskazuje na duze prawdopodobiefistwo trisomii 21.
Analiza mRNA kodowanego przez rézne geny zlokalizo-
wane na chromosomie 21 mogtaby poprawic czulos¢ tej
metody, dotychczas jednak nie byta szerzej stosowana.
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Pozakomérkowe DNA plodu jest obecnie materiatem
z wyboru dla celéw nieinwazyjnej diagnostyki prenatal-
nej. DNA ptodowe reprezentuje 3-6% krazacego DNA
pozakomoérkowego obecnego w osoczu matki i mozna je
wykry¢é w pierwszym trymestrze cigzy. Jego ilo$¢ ro$nie
wraz z powigkszaniem si¢ fozyska. Fragmenty pozakomoér-
kowego DNA ptodu s3 znacznie mniejsze niz fragmenty
pozakomdrkowego DNA matki, co utatwia sekwencjono-
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wanie. Chociaz ptodowe DNA mozna wykry¢ juz na eta-
pie 5 tygodnia cigzy, metody analizy stajg sie wiarygodne
dopiero po 7 tygodniu cigzy.

Obecnosé chromosomu Y determinuje pte¢ meska,
zatem na podstawie jego obecnosci lub nie we krwi matki
mozna wnioskowac o plci ptodu. W najswiezszym artykule
przegladowym i metaanalizie’” po§wieconej okreSlaniu plci
plodu na podstawie badania pozakomérkowego ptodo-
wego DNA izolowanego z krwi matki po 7 tygodniu cigzy
odnotowano bardzo dobre, ale nie doskonate, wyniki. Naj-
wiekszg czutos¢ i swoisto$¢ badania sekwengji swoistych
dla chromosomu Y w celu okreSlenia pici ptodu uzyskuje
sie po 20 tygodniu cigzy, kiedy do tego celu z powodze-
niem wystarcza badanie ultrasonograficzne.

Oproécz okredlenia plci plodu u ciezarnej Rh ujemnej na
podstawie badania ojcowskiego materialu w pozakomor-
kowym DNA plodu mozna z duzg dokladnoscia okresli¢
status ptodu w aspekcie antygendéw uktadu Rh. Te strategie
mozna zastosowaé takze w celu wykrycia przenoszonych
przez ojca chor6b monogenowych dziedziczonych auto-
somalnie dominujgco, wiaczajac chorobe Huntingtona,
achondroplazje i dystrofie miotoniczng.’® Okreslano takze
status nosiciela dla mukowiscydozy, hemoglobinopatii
i niedoboru 21-hydroksylazy.**3

W 2008 roku w celu wykrycia trisomii chromosoméw
13, 18 i 21 skutecznie zastosowano sekwencjonowanie
DNA z okresleniem tak zwanej dawki materiatu gene-
tycznego, odzwierciedlonej przez nadmiar lub niedobdr
sekwengji swoistych dla konkretnego chromosomu.* Wy-
kazano, ze pomiar proporgji niewielkich fragmentéw DNA
pochodzacych z chromosomu 21 przekraczajacy warto$é
progowa w stosunku do referencyjnej prébki pochodzacej
z euploidalnego zarodka cechuje dodatnia warto$¢ pre-
dykcyjna rzedu 96,6% oraz 100% ujemna warto$¢ pre-
dykcyjna.*!

Teoretycznie, stosujgc strategie opartg na réwnolegtym
sekwencjonowaniu duzej liczby krétkich fragmentéw poza-
komorkowego ptodowego DNA, mozna by identyfikowaé
rzadziej wystepujace, bardziej ztozone aneuploidie wynika-
jace z niezréwnowazenia translokacji lub duplikacji czesci
chromosomu. Ostatnio opisano wykrycie u ptodu zespotu
mikrodelecji na podstawie analizy sekwencji pozakomorko-
wego DNA plodu obecnego w surowicy matki.*? Na razie
tego rodzaju badania pozostaja w fazie eksperymentu, po-
dobnie jak perspektywa szerszej analizy genetycznej, wla-
czajac sekwencjonowanie calego genomu (tab. 2).

Jesli takie badania statyby sie technicznie wykonalne,
nie jest jasne, czy mialyby by¢ stosowane jako metoda
badania przesiewowego, czy jako badania diagnostyczne.
Jezeli mialyby mieé istotny wplyw na podejmowanie de-
cyzji klinicznych, ich wyniki powinny by¢ dostepne w od-
powiednio krétkim czasie, a samo badanie powinno by¢
oplacalne z ekonomicznego punktu widzenia. W tabeli 3
zamieszczono przeglad mozliwych etapdw, na jakich mozna
przeprowadzaé badania diagnostyczne w kierunku muko-
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wiscydozy, co ilustruje, jak wazna jest swiadoma zgoda pa-
gentéw w przypadku rozpoznawania chordb i zmiennosci
genetycznych.

Skrining genetyczny noworodkow

Kazdego roku w Stanach Zjednoczonych przesiewowe ba-
dania krwi wykonywane sg u okolo 4 milion6w noworod-
kow. Wiele os6b uwaza ten rodzaj skriningu za klasyczny
przyklad korzysci zdrowotnych, jakie populacja odnosi
z zastosowania odkry¢ genetycznych. Jezeli chodzi o zgode
na wykonanie badania przesiewowego noworodka,
wiekszo$¢ standw stosuje system ,,opt-out” oznaczajacy
milczacy zgode rodzicow i wymagajacy ich aktywnego
sprzeciwu w przypadku jej braku. Obecnie w Stanach
Zjednoczonych toczy si¢ dyskusja na temat indywidual-
nych wybor6w, ryzyka, korzysci i kosztéw, a zwlaszcza
wlaczenia do rutynowego skriningu noworodkéw ba-
dania dodatkowych chordb oraz rozszerzania badan na
okres przedkoncepcyjny i prenatalny.** Oparte na meto-
dach biochemicznych badania przesiewowe noworod-
kow w kierunku fenyloketonurii rozpoczeto w latach 60.
XX wieku po tym, jak stalo sie jasne, ze wprowadzenie
diety pozbawionej fenyloalaniny moze poprawi¢ wyniki
dzieci chorych na fenyloketonurig. W 2006 roku wspélne
wysitki grup poparcia oraz organizacji pediatrycz-
nych, zdrowia publicznego i towarzystw genetycznych
zaowocowaly wprowadzeniem do skriningu nowo-
rodkéw ujednoliconego panelu obejmujacego 29 cho-
rob. Obejmujg one hemoglobinopatie, endokrynopatie,
mukowiscydoze, gluchote oraz choroby metaboliczne.
Wypracowano zasady, na jakich mozna zglasza¢ do wia-
czenia do panelu inne choroby, a nastepnie poddawaé oce-
nie.*** W 2010 roku Advisory Committee on Heritable
Disorders in Newborns and Children zalecit dotaczenie do
ujednoliconego panelu skriningowego zespotu ciezkiego
ztozonego niedoboru odpornosci***’ i jest w trakcie ana-
lizy dowoddéw popierajacych wlaczenie do niego innych
choréb genetycznych, takich jak rdzeniowy zanik mie$ni.
W Stanach Zjednoczonych korzystanie z ujednoliconego
panelu badan przesiewowych rézni sie w zaleznosci od
stanu, co powoduje, ze diagnostyka choréb dziedzicznych
u noworodkéw przebiega w kilku etapach.

W praktyce dostepno$é badan przesiewowych u nowo-
rodkéw, a nastepnie obserwacja dzieci mogg mieé znacze-
nie w podejmowaniu decyzji dotyczacych prenatalnych
badan przesiewowych u noworodkéw w kierunku takich
choréb, jak mukowiscydoza, w przypadku ktérej rozpo-
znanie krétko po urodzeniu moze by¢ przez niektérych
uznane za akceptowalng alternatywe dla diagnostyki
prenatalnej. U wielu par, zwlaszcza gdy znane jest ich ry-
zyko genetyczne, decyzja o przeprowadzeniu diagnostyki
genetycznej podejmowana jest po rozmowie z lekarzem
i konsultantem genetykiem. Korzysci, jakie mogg odnie$¢
w aspekcie plandéw reprodukeyjnych (tj. dostep do infor-
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Diagnostyka genetyczna mukowiscydozy — etapy, na ktérych mozliwe jest wykonanie badania oraz zwigzane
Z nim problemy

Problemy
etyczne

Problemy
spoteczne

Problemy
techniczne
i biologiczne

immunoreaktywny

36

Istotne dla
podejmowania
decyzji
reprodukcyjnych

Moralny status
zarodka

Decyzja co
dalszych loséw
cigzy, autonomia

Nieplanowane
cigze

Finansowanie
procedury,
kwestie
dostepu do
badania

Czas do
rozpoczecia
opieki
prenatalnej

Zmieniajace

sie technologie

i zmiennos$¢
korelacji
genotyp-fenotyp

Potencjalne
ryzyko zwigzane
z zastosowaniem
metod rozrodu
wspomaganego
medycznie
Ryzyko zwigzane
z inwazyjna
procedura

Czas Skrining Badanie mutacji Badanie krwi na
wykonania mutacji w rodzinie
[ELELTE] trypsynogen
genetycznego
Przed Gtéwne Diagnostyka Nie dotyczy
poczeciem zalecenie genetyczna

towarzystw w przypadkach

naukowych duzego ryzyka

po uzyskaniu

Swiadomej

zgody
Przed Wybor zarodka  Diagnostyka Nie dotyczy
implantacja do transferu genetyczna

w przypadkach
duzego ryzyka

Prenatalnie Jezeli nie Dostepne; Nie dotyczy

wykonano przed moze wynikac

poczeciem, z objawow

gtéwne stwierdzonych

zalecenie prenatalnie (np.

towarzystw hiperechogeniczne

naukowych jelito)

po uzyskaniu

Swiadomej

zgody
U noworodka  Coraz czestsze Dostepne; Dostepne

zastosowanie moze wynikac

w badaniach z objawdw

przesiewowych  stwierdzonych

noworodkéw u noworodka

(np. niedroznos¢
smotkowa)

magji genetycznej na etapie, kiedy moze ona wplynaé na
ich decyzje dotyczaca rozrodu) w przesztosci nie byty brane
pod uwage jako powdd dla wlaczenia do badan przesiewo-
wych noworodkéw konkretnych choréb, natomiast obec-
nie staje sie to coraz czeSciej kwestig publicznej dyskusji.*®
Dostepnos¢ badan klinicznych po$wieconych potencjal-
nej poprawie zdrowia 0séb z rzadkimi chorobami takze
stala sie argumentem na poparcie przydatnosci wezesnego
wykrywania chordb genetycznych przez badania przesie-
wowe, chociaz dla niekt6rych z nich leczenie przynoszace
korzysci moze nie by¢ znane.

Diagnostyka genetyczna noworodkow

W przypadku diagnostyki pacjentéw z op6Znieniem roz-
woju lub niepelnosprawnoscia intelektualng, wadami
wrodzonymi oraz cechami dysmorfii wytyczne medycz-
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Swiadoma Kiedy Zakres stopnia
zgoda informowac ciezkosci
o nosicielstwie; z >1000 mutadji
dostep
do badan
klinicznych

nych towarzystw naukowych zalecajg stosowanie po-
réwnawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy
pozwalajacej na szybkie i szeroko zakrojone wykrywanie
nieprawidlowosci genomu. Wyjatkiem sg przypadki o cha-
rakterystycznym, jednoznacznym fenotypie, ktére moga
by¢é potwierdzone prostszag metodg klasycznej oceny ka-
riotypu (np. zesp6t Downa).*’ Nalezy jednak pamietad, ze
poréwnawcza hybrydyzacja genomowa do mikromacierzy
jest drozsza od innych metod i moze wykrywac zaburzenia
genetyczne o nieznanym znaczeniu klinicznym.

Postep w genetyce pozwala potencjalnie wykrywaé
coraz wiekszg liczbe choréb w stadium poprzedzajacym
wystapienie objawow, co jest Zrodlem wielu kontrowersji
o charakterze etycznym, prawnym oraz spolecznym.’® Ma
to znaczenie szczegblnie w sytuacji wykrycia w stadium
przedobjawowym choroby genetycznej ujawniajacej sie
w zyciu dorostym, co pociaga za soba praktyczny dylemat,
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jak najlepiej zarzadzac tg informacjg i w jaki sposdb ujaw-
ni¢ jg w przysztosci. Przedobjawowe rozpoznanie stanéw
ujawniajacych sie w pdzniejszym okresie zycia, na przy-
ktad rodzinnych sktonnosci do nowotworéw lub choroby
Huntingtona, jest obecnie mozliwe na etapie przedimplan-
tacyjnym, prenatalnym lub po urodzeniu. Obecnie toczy
sie dyskusja na temat elektronicznych rejestréow danych
dotyczacych zdrowia i systemu komunikacji miedzy nimi
jako potencjalnych narzedzi do poprawy zdrowia i opieki
zdrowotnej w ciggu calego zycia. Przykladem mogg by¢
kontrowersyjne wytyczne National Collegiate Athletic
Association zalecajace skrining wszystkich sportowcéw
w kierunku mutacji odpowiedzialnych za wystgpienie
niedokrwisto$ci sierpowatokrwinkowej.’! Wiekszo$¢ ame-
rykafiskich sportowcéw przeszto badania przesiewowe
w wieku noworodkowym, jednak wyniki tych badan nie
sg dostepne.

Badanie genetyczne na zyczenie

Usprawnienie i poprawa dokladno$ci badan DNA oraz
mozliwo$¢ tatwego pozyskiwania materiatlu do analizy
(np. ztuszczone komarki obecne w Slinie) otworzyly droge
komercyjnemu wykorzystaniu badaf genetycznych. Od-
zwierciedleniem tego jest mnogo$¢ ofert badan genetycz-
nych obecnych w internecie, z ktérych wiele opartych jest
na szerokiej ocenie genomu i diagnostyce licznych ztozo-
nych zaburzen genetycznych.’? Typowe sa reklamy zache-
cajgce do badania kilkuset réznych cech genetycznych.’>%*
Te komercyjne oferty pojawily sie, zanim zdotano wypra-
cowac publiczng polityke i regulacje pozwalajace na nadzér
nad badaniami po cze$ci dlatego, ze kryteria, na podstawie
ktorych oceniana jest kliniczna przydatno$é¢ indywidual-
nej informacji genetycznej, poddawana jest ciagtej deba-
cie.> Cze$¢ firm podkresla, ze dostarczana jest informacja
na temat genetycznych predyspozycji, przy jednoczesnej
minimalizacji jej bezpo$redniego wplywu na opieke me-
dyczna. Inne firmy zatrudniajg konsultantéw genetycznych
lub twierdza, ze informujg zainteresowane osoby o nosi-
cielstwie choroby lub innym statusie genetycznym. Co
najmniej dwie wzglednie nowe firmy kieruja swojg oferte
do par zainteresowanych badaniem potencjalnych choréb
dziedziczonych recesywnie jeszcze przed poczeciem.
Doradczy panel ekspertdéw dziatajacy przy Food and
Drug Administartion (FDA) wydal ostatnio zalecenia, aby
oferty badan genetycznych kierowanych bezpos$rednio
do klientéw byly poddane nadzorowi medycznemu obej-
mujgcemu zarOéwno interpretacje wynikow, jak i wymog
zlecania badan przez lekarzy, a nie na zyczenie klienta.>
Stanowisko ACMG i ACOG jest podobne i zgodne co do
tego, aby zniecheca¢ do badan na zyczenie, przynajmniej
do czasu rozwigzania kilku istotnych kwestii, miedzy in-
nymi ograniczonej wiedzy na temat badaf genetycznych
zaréwno pacjentéw, jak i oséb wykonujacych badania,
trudnoéci w interpretacji wynikéw badan, braku nadzoru
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federalnego oraz zagadnief prywatnodci i poufnosci.’”®
Konieczne bedzie potozenie nacisku na edukacje oséb
$wiadczacych tego typu ustugi oraz opracowanie narzedzi
pozwalajacych na wykonywanie badan od razu podczas
wizyty, na ktorej s zlecane, jak rowniez wigksze zaangazo-
wanie konsultantéw genetykéw oraz specjalistow genetyki
klinicznej, wlaczajac tych zajmujacych sie medycyng mat-
czyno-plodowg. >0

Genomika a zdrowie matki i dziecka

Zdrowie przedkoncepcyjne jest coraz szerzej uznawane za
krytyczny czynnik istotny dla poprawy wynikéw potozni-
czo-neonatologicznych oraz ograniczania réznic w zdro-
wiu poszczegblnych populacji.®! Zmienno$¢ genetyczna
oraz indywidualne wybory stanowig nieustajace wyzwanie,
jakim jest rozdysponowywanie $rodkéw w opiece zdro-
wotnej i przekladanie postepu w genomice na poprawe
zdrowotnosci. Chociaz koszty sekwencjonowania ciggle sie
obnizajg, roznice w kondycji zdrowotnej poszczegdlnych
populacji mogg sie nasila¢ ze wzgledu na niejednakowy do-
step do opieki przedkoncepcyjnej i prenatalnej oraz rdznice
w dostepie do metod rozrodu wspomaganego medycznie,
specjalistow genetykéw i diagnostyki genetycznej wsrdd
réznych populacji. Na koszty i dostep do badah wplyw
moga mie¢ takze kwestie dotyczace patentowania metod
sekwencjonowania gendw, ktore obecnie poddawane sg
analizie sgdowej. Ponadto nie jest jasne, kto poniesie koszt
zebrania dowodéw potwierdzajacych, ze skrining, diagno-
styka oraz leczenie coraz wiekszej liczby rzadkich choréb
genetycznych przynosza korzysci.

Wyniki badan genetycznych mogg mieé niebagatelny
wplyw na decyzje dotyczace poSlubienia danej osoby,
posiadania dzieci czy kontynuacji cigzy. Globalizacja
rynku ustug leczenia nieptodnosci oraz rdznice prawne
powoduja, ze mozliwy staje sie wybor gamet, zarodkow,
a nawet macic, z towarzyszacymi procesowi leczenia,
mniej lub bardziej szczegbtowymi, badaniami genetycz-
nymi. Aktualnym wyzwaniem technologicznym jest opra-
cowanie metody pozyskiwania materiatu z zarodka na
bardzo wczesnym etapie jego rozwoju (tzw. pre-embryo)
w iloSci wystarczajacej do pelnego zsekwencjonowania
materialu genetycznego oraz zintegrowana analiza pet-
nego genomu cztowieka w kontekscie znaczenia klinicz-
nego jego poszczegdlnych obszar6w.®? Postep w genetyce
i genomie oraz tempo, w jakim sie on dokonuje, beda
mialy wplyw na diagnostyke i skrining genetyczny. Na
przyklad z chwilg, kiedy zwykltego konsumenta sta¢ be-
dzie na sekwencjonowanie pelnego genomu lub petnego
eksomu, indywidualne badanie genetyczne calego ge-
nomu metodg SNP stanie si¢ przestarzale. Nowsze stra-
tegie sekwencjonowania daja mozliwos¢ jednoczesnego
badania wielu choréb monogenowych, jak réwniez wy-
krycia mutacji o nieznanym znaczeniu klinicznym. Co
wiecej, jeszcze wiekszym wyzwaniem bedzie interpreta-
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cja znaczenia klinicznego olbrzymiej ilo$ci danych uzy-
skanych drogg sekwencjonowania pelnego genomu lub
pelnego eksomu.

Podsumowanie

Wszystkie nowe technologie genomowe mogg mieé po-
tencjalne zastosowanie w opiece przedkoncepcyjnej, pre-
natalnej oraz neonatologicznej, natomiast to, czy i w jaki
sposéb zostang wykorzystane, wcigz pozostaje przedmio-
tem debaty. Mimo ze obecnie jesteSmy w stanie prze$wie-
tli¢ ludzki genom z niebywalg precyzja, moze sie okazad,
ze genotyp nie pozwala na okreslenie fenotypu. W procesie
opracowywania i wdrazania wytycznych nalezy wziaé pod
uwage kwestie zaangazowania konsumentéw i oredow-
nikéw badan, konfliktu intereséw i analizy efektywnosci
kosztéw. Praca nad $rodkami umozliwiajacymi monitoro-
wanie ustug genetycznych jest wcigz w powijakach. Za-
checa sie lekarzy, aby aktualizowali swojg wiedze na temat
najnowszych osiggnie¢ oraz krajowych wytycznych. Kazdy
lekarz pelni wazna role edukacyjng wobec pacjentéw i jest
kluczowym elementem referencyjnej sieci specjalistycznych
ushug taczacych $wiat spersonalizowanej medycyny z me-
dycyng opartg na dowodach.

Stosowne o$wiadczenia dostarczone przez autoréw dostepne sa wraz z petnym
tekstem artykutu na stronie internetowej NEJM.com.
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