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1. Wstep i podstawy

Diagnostyka prenatalna statusu gene-
tycznego ptodu oraz aneuploidii opie-
ra sie obecnie na wykorzystaniu
inwazyjnych badan diagnostycznych
niosacych ze soba niewielkie, chociaz
istotne, ryzyko poronienia. Wiele lat
badan naukowych po$wiecono pro-
bom identyfikacji komorek ptodowych
w krazeniu matki jako potencjalnego
zrodia materiatu pochodzenia ptodo-
wego, ktory mogtby postuzy¢ dla ce-
low  bezpieczniejszej diagnostyki
nieinwazyjnej (non-invasive prenatal
diagnosis, NIPD). Dzisiaj wiadomo, ze
ze wzgledu na zbyt matg ilos¢ tych ko-
morek oraz brak wiarygodnych metod
ich analizy ta strategia ma mate szan-
se na szersze zastosowanie kliniczne.'
W 1997 roku Lo i wsp. zidentyfikowa-
li w krazeniu ciezarnych pozakomor-
kowe, wolne DNA ptodowe (cell-free
fetal DNA, cffDNA).2 Pochodzi ono
z tozyska® i moze by¢ wykrywane juz
od czwartego tygodnia cigzy,? jest
szybko usuwane z krwiobiegu po po-
rodzie,® co czyni je potencjalnym zré-
dlem materiatu pochodzenia ptodowego
do diagnostyki prenatalnej. Ogromna
wiekszo$¢ pozakomoérkowego DNA
w krazeniu pochodzi od matki, mate-
rial plodowy stanowi zaledwie 3% we
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wczesnej cigzy 1 dochodzi do 6%
w terminie porodu.* Obecnie stosowa-
ne metody nie pozwalajg na catkowite
odseparowanie DNA matczynego od
plodowego, stad diagnostyka opiera
sie na wykryciu lub wykluczeniu obec-
nosci gendéw nieobecnych u matki, ta-
kich jak sekwencje charakterystyczne
dla chromosomu Y czy allel D czynni-
ka Rh u kobiety Rh ujemnej. Po wyizo-
lowaniu catkowitego cffDNA, w celu
amplifikacji konkretnego genu, na
przykiad RHD u kobiety Rh ujemnej
czy SRY lub DYS14 w przypadku iden-
tyfikacji ptci, wykorzystuje sie wysoce
czula metode reakgcji tancuchowej po-
limerazy (polymerase chain reaction,
PCR), okreslana jako PCR w czasie
rzeczywistym (real-time PCR). Sygnat
pozytywny oznaczalby, ze ptod jest
Rh(+), lub ze p16d jest pici meskiej,
brak sygnalu wskazywatby, ze ptod
nie ma badanego genu, czyli ze jest
odpowiednio Rh(-) lub jest dziew-
czynka. Brak sygnalu moze jednak
oznaczac takze niepowodzenie am-
plifikacji ptodowego DNA, dlatego
trwaja intensywne badania nad
okresleniem uniwersalnych marke-
row ptodowych, ktére moglyby by¢
wykorzystane jako standardy labora-
toryjne.

2. Typowanie ptodowego RHD

Od 2001 roku typowanie ptodowego
RHD przy wykorzystaniu cffDNA sto-
sowane jest w prowadzeniu ciezar-
nych obarczonych duzym ryzykiem
choroby hemolitycznej noworodka
(HDN-c) spowodowanym cigza z kon-
fliktem serologicznym w wywiadzie

lub podwyzszonym mianem przeciw-
cial. W Wielkiej Brytanii niemal catko-
wicie zastgpilo ono amniopunkcje oraz
biopsje kosmowki.® Ta metoda jest
pracochionna, ale wiele grup badaw-
czych potwierdzito jej duza dokiad-
no$¢.” Wykorzystanie tej metody
opisano takze w odniesieniu do okre-
$lania ptodowych antygenéw RhC, c,
E i Kell.® W ostatnim czasie Interna-
tional Blood Group Reference Labora-
tory w Bristolu doniosto o skutecznym
zastosowaniu wysoce wydajnej meto-
dy opartej na zautomatyzowanych
technikach, potencjalnie nadajacej sie
do masowych przesiewowych badan
wszystkich kobiet Rh ujemnych. Me-
tode te wykorzystano w okresleniu
plodowego antygenu D czynnika Rh
u 1788 Rh ujemnych kobiet w 28 ty-
godniu cigzy. W poréwnaniu z serolo-
gicznym typowaniem Rh u ptodéw po
urodzeniu dokladno$¢ metody okre-
$lono na 95,7%, a wskaznik wynikéw
falszywie ujemnych wyniést 0,2%.°
Jezeli potwierdzi sie skutecznos¢ tej
metody takze we wczesnej ciazy,
przy czym nalezy pamietaé, ze
wzgledna proporcja cffDNA jest
mniejsza w poczatkowych tygodniach
ciazy,* bedzie to potencjalny sposob
ograniczenia stosowania immunoglo-
buliny anty-D u kobiet Rh ujemnych,
ktérych dziecko jest réwniez Rh ujem-
ne. Obecnie w kilku osrodkach
w Wielkiej Brytanii trwajg badania pi-
lotazowe, majgce na celu okres$lenie
klinicznej przydatnos$ci oraz wiary-
godnosci tej wysoce zaawansowanej
metody w rutynowym typowaniu pto-
dowego czynnika RhD u wszystkich
Rh ujemnych ciezarnych we wczesnej
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cigzy (RfBP NIHR Programme PB-PG-
-0107-12005).

3. Okreslanie pfci ptodu

Na podstawie identyfikacji genow
(DYS14 lub SRY) obecnych na chro-
mosomie Y w wyizolowanym cffDNA
mozna okresli¢c pte¢ ptodu. Wiele
z dostepnych badan poswieconych
jest doktadnosci nieinwazyjnych me-
tod okreslania pici ptodu wykorzystu-
jacych rozne techniki, sposréd ktérych
najczesciej stosowana jest PCR w cza-
sie rzeczywistym.'® W Wielkiej Bryta-
nii ta metoda wykorzystywana jest
do okreslania ptci ptodu u kobiet ob-
cigzonych ryzykiem przeniesienia na
potomstwo choréb dziedziczonych
z chromosomem X. Stwierdzenie pici
meskiej ptodu jest wskazaniem do
diagnostyki inwazyjnej w celu spraw-
dzenia, czy dziedziczony przez ptod
chromosom X jest obcigzony mutacja,
natomiast w przypadku pici zenskiej
plodu mozna odstapi¢ od dalszej dia-
gnostyki. Metoda okreslania pici na
podstawie cffDNA jest takze szeroko
stosowana w przypadkach cigz zwigk-
szonego ryzyka wrodzonego przerostu
nadnerczy (congenital adrenal hyper-
plasia, CAH), w ktéorym wcze$nie
wdrozone leczenie plodéw zenskich
ma udowodnione dziatanie zmniejsza-
jace stopien wirylizacji zewnetrznych
narzadéw plciowych. Wykazano, ze
w takich przypadkach zastosowanie
NIPD zmniejsza o okoto 50% potrzebe
wykonywania badan inwazyjnych i po-
zwala na wczesne odstapienie od le-
czenia deksametazonem w sytuacjach,
kiedy ptod jest ptci meskiej.!''? Ostat-
nio przeprowadzono analize badan
krajowych, ktéra objela wszystkie
przypadki diagnozowane w dwoch la-
boratoriach oferujacych tego rodzaju
badania i wykazano 97,8% zgodnos$c¢
wynikow miedzy okresleniem pici
z wykorzystaniem cffDNA w 7 tygo-
dniu cigzy lub p6zniej z wynikami ba-
dania inwazyjnego lub okresleniem
pici po urodzeniu. Badanie wykonane
przed 7 tygodniem cigzy bylo mniej
doktadne, a dwa z pieciu wynikéw
okazaly sie sprzeczne. Przyczyny tych
rozbieznosci wymagajg dalszych ba-
dan, wydaje sie jednak, ze obejmuja
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one malg ilos¢ cffDNA we wczesnej
cigzy oraz utrzymujgca sie obecnos¢
tkanek trofoblastu w cigzy wielopto-
dowej po obumarciu jednego z ptodoéw
pici meskiej. Nieinwazyjne okreslanie
plci ptodu na podstawie cffDNA znala-
zlo juz swoje zastosowanie w prakty-
ce klinicznej, wcigz jednak konieczny
jest dalszy rozwdj protokotéw labora-
toryjnych oraz standardow i wytycz-
nych klinicznych, aby zapewni¢
jednakowy i odpowiednio bezpieczny
standard ustug dla pacjentek z grupy
duzego ryzyka. W Stanach Zjednoczo-
nych laboratoria oferujg bezposrednio
pacjentkom tego rodzaju badania, ale
nie speiniajg one odpowiednich stan-
dardow diagnostycznych.

4. Diagnostyka choréb
monogenowych

Opisano pojedyncze przypadki dia-
gnostyki choréb monogenowych
przez potwierdzenie lub wykluczenie
obecnosci allelu ojcowskiego dziedzi-
czonego od mezczyzny z automoso-
malng dominujaca chorobg genetyczna,
na przyktad plasawicg Huntingtona.'
Istniejg rowniez doniesienia dotyczace
potwierdzenia achondroplazji de novo
u plodu, u ktérego obserwowano
w trzecim trymestrze skrocenie wy-
miaru koéci diugich,' jednak w chwi-
li obecnej stosowane techniki nie
nadajg sie do diagnostyki choréb
sprzezonych z chromosomem X ani
wiekszosci chorob autosomalnych re-
cesywnych, gdyz nie ma mozliwosci
izolacji genéw ptodu dziedziczonych
od matki z matczynego pozakomorko-
wego DNA, ktérego jest wielokrotnie
wiecej. W przypadku choréb dziedzi-
czonych recesywnie, takich jak talase-
mia czy mukowiscydoza, jezeli rodzice
sg nosicielami réznych mutacji, wy-
kluczenie obecnosci ojcowskiego alle-
lu w osoczu matki wskazuje na to, ze
plod nie jest dotkniety choroba, jesli
natomiast ten allel jest obecny, dopie-
ro badanie inwazyjne rozstrzygnie,
czy plod odziedziczyt rowniez wadli-
wy allel od matki i jest w zwigzku
z tym obcigzony choroba. Potencjalne
mozliwosci nieinwazyjnej diagnostyki
prenatalnej w przypadku choréb mo-
nogenowych i rozszerzenie jej zasto-

sowania w rozpoznawaniu choréb
recesywnych lub dziedziczonych od
matki przedstawili w listopadzie
2008 roku Lo i wsp., kiedy przy zasto-
sowaniu cyfrowej metody PCR zdotali
wykaza¢ niewielkie réznice w ilosci
dzikiego i zmutowanego allelu wywo-
lujacego chorobe oraz okresli¢, czy sg
to ilosci zréwnowazone, czy nie, dia-
gnozujac tym samym, czy pléd jest
dotkniety choroba, czy nie.'

5. Diagnostyka aneuploidii

Metody nieinwazyjnej diagnostyki
prenatalnej wykorzystujace techniki
opisane powyzej nie znajdujg zastoso-
wania w przypadku zespotu Downa.
Nie sg one wystarczajaco czute, aby
wykry¢ relatywnie niewielkie zwiek-
szenie ilosci materiatlu genetycznego
pochodzgcego z chromosomu 21 (mniej
niz 3%) u ptodu z trisomiag 21 wsrod
olbrzymiej ilo$ci materialu genetycz-
nego chromosomu 21 pochodzacego
od matki (ponad 97%). Ostatnio Lo
1 wsp. opisali nowatorskg metode nie-
inwazyjnej diagnostyki zespotu Do-
wna.'® Przedstawiona przez nich
strategia opiera sie na analizie poza-
komoérkowego matrycowego kwasu
rybonukleinowego (cff mRNA) pocho-
dzacego wylacznie od ptodu, a zatem
pozbawionego zanieczyszczen mate-
rialem matczynym. Wykazano, ze gen
zlokalizowany na chromosomie 21
(PLAC4) ulega ekspresji w tozysku, ale
nie jest obecny we krwi matki (co
oznacza, ze jest swoisty dla ptodu).
Ekstrahujgc z osocza matki pozako-
moérkowy RNA (cell-free RNA, cfRNA)
zamiast cfDNA i badajac polimorfizm
pojedynczego nukleotydu (powszech-
ng zmiennos¢ sekwencji obecng
w normalnej populacji [single nucle-
otide polymorphism, SNP]) dla genu
PLAC4 na mRNA pochodzenia piodo-
wego, mozna okresli¢ stosunek ilosci
matczynego i ojcowskiego materiatu
pochodzacego z chromosomu 21. Sto-
sunek 1:1 wskazuje, ze ptod odziedzi-
czyl dwie kopie chromosomu 21 (stan
prawidlowy), natomiast stosunek 2:1
potwierdza, ze ma on trzy kopie chro-
mosomu 21 (zesp6t Downa). W przy-
padkach, w ktérych ptéd bedzie
homozygota pod wzgledem polimorfi-
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zmu pojedynczego nukleotydu (oko-
o 40% ciaz), co oznacza, ze sekwencje
matczynego i ojcowskiego allelu beda
identyczne, badanie nie wniesie zad-
nych informacji, poniewaz ocena ilo-
Sciowa nie bedzie w takiej sytuacji
mozliwa. W oryginalnej pracy Lo ba-
daniu poddano 67 prébek cfRNA po-
chodzacych od ptodéw, o ktérych
wiadomo byto, ze nadaja sie do anali-
zy PLAC4 SNP. Prawidlowo zidentyfi-
kowano 9 z 10 plodéw z zespotem
Downa oraz 55 z 57 zdrowych, co da-
o czulo$¢ metody 90% (95% PU
60,6-99,5%) oraz swoisto$¢ 96,5%
(95% PU 89,4-99,5%), a badanie
okazalo sie przydatne u 45% badanej
populacji. Na podstawie danych przed-
stawianych podczas spotkan nauko-
wych mozna wnioskowa¢, ze przez
zwiekszenie liczby analizowanych SNP
w pewnych populacjach badanie mo-
globy by¢ z powodzeniem stosowane
w okoto 95% ciaz, co znacznie rozsze-
rzytoby mozliwosci jego wykorzystania.

Opisano takze alternatywna strate-
gie postepowania wykorzystujaca wy-
soce wydajng technike analizowania
DNA nazywang sekwencjonowaniem
shotgun, przy zastosowaniu ktorej
u 18 ciezarnych zdotano wykry¢ 12
przypadkéw aneuploidii (dziewie¢ tri-
somii 21, dwie trisomie 18 oraz jedna
trisomie 13).!” Metoda obejmuje eks-
trakcje pofragmentowanego DNA po-
zakomoérkowego z surowicy matki,
a nastepnie jego sekwencjonowanie
w wielu przypadkowych lokaliza-
cjach, co daje miliony krétkich frag-
mentow DNA. Poréwnanie tych
sekwencji z wzorcowymi sekwencja-
mi ludzkiego genomu pozwala okre-
$li¢, ile sekwencji pochodzi z kazdego
chromosomu. Poréwnanie catkowitej
liczby sekwencji charakterystycznych
dla chromosomu 21 uzyskanych z ba-
danej probki pozakomoérkowego DNA
z liczbg sekwencji uzyskanych z prob-
ki prawidlowego, wzorcowego DNA
daje mozliwos¢ wykrycia ptodu posia-
dajacego dodatkowy chromosom 21.
W tym przypadku badanie wykryje
niewielkie zwiekszenie (mniej niz 3%)
ilosci materiatu pochodzacego z chro-
mosomu 21.

Niezaleznie od rodzaju stosowanej
strategii dotychczas przedstawiane

prace dotyczyly wzglednie matych li-
czebnie grup. Jezeli NIPD w kierunku
aneuploidii ma by¢ wprowadzona do
rutynowej praktyki klinicznej, nalezy
podjgc¢ starania prowadzace do for-
malnego zatwierdzenia metody, jej
standaryzacji oraz edukacji oséb zain-
teresowanych. To, czy nowe metody
zastgpig obecnie stosowang diagnosty-
ke inwazyjna, czy raczej beda wykorzy-
stywane do badan przesiewowych,
pokaze dalsza ocena ich przydatnosci,
szczegolnie w aspekcie czutosci i swo-
istosci testow.

6. Aspekty etyczne

Jak w przypadku kazdej nowo wpro-
wadzonej metody, opisane techniki
nie pozostaja bez oddzwieku natury
etycznej.'® Pozbawienie ryzyka zwig-
zanego z badaniami inwazyjnymi
sprawi, ze diagnostyka prenatalna sta-
nie sie bezpieczniejsza dla wielu ko-
biet. Ten fakt moze mie¢ jednak
niekorzystny wplyw na proces podej-
mowania $wiadomych decyzji, ponie-
waz brak konieczno$ci dyskusji
dotyczacej ryzyka poronienia moze
sprawi¢, ze osoba podejmujgca taka
decyzje nie przemysli wszystkich im-
plikacji, jakie niesie ze sobg wynik
badania zaréwno korzystny, jak i nie-
korzystny.'® Niezbednym warunkiem
zrozumienia znaczenia ,prostego,
bezpiecznego badania”, jakie by¢ mo-
ze wkroétce bedzie proponowane ko-
bietom w celu wykrycia zespotu
Downa lub innych choréb ptodu, jest
doskonata komunikacja miedzy pa-
cjentkami a pracownikami opieki
zdrowotne;j.

Kolejny problem zwigzany jest
z potencjalng prostotg NIPD. Ponie-
waz badanie bedzie wymagato jedynie
pobrania probki krwi, nie bedzie wy-
magalo udziatu wykwalifikowanego
specjalisty. Stwarza to ryzyko, ze testy
beda dostepne na zasadach komercyj-
nych, w Internecie lub w postaci
przesylek pocztowych, jak to sie juz
zdarzyto w Stanach Zjednoczonych,
gdzie kilka stron internetowych oferu-
je okreslanie pici ptodu na podstawie
kropli krwi przestanej na bibule do la-
boratorium dzialajagcego niezaleznie
od profesjonalnych $rodowisk me-

dycznych. Potencjalna komercjalizacja
tej technologii bedzie wymagata dys-
kusji dotyczacej kwestii, czy 1 w jaki
sposob regulowac stosowanie metody.

Przedyskutowanie wszystkich pro-
blemoéw etycznych zwigzanych z opi-
sang metoda przekracza ramy ni-
niejszej publikacji, jednak w globalnej
perspektywie jedna kwestia wymaga
podkreslenia. Metoda pozwalajaca
z duza dokladnoscig okresli¢ ptec
plodu na tak wczesnym etapie jak
siédmy tydzien cigzy, niesie ze sobg
szereg implikacji spoteczno-etycznych,
wigczajac promowanie selektywnej
terminacji ptodéw ze wzgledu na nie-
pozadang ptec¢.?’ Innym problemem
jest fakt, ze wprowadzenie metody
pozbawionej ryzyka poronienia spro-
wokuje kobiety do poddawania sie dia-
gnostyce prenatalnej w kierunku
rosnacej liczby schorzen lub badaniu
ojcostwa.

7. Podsumowanie

Dla niektorych wskazan NIPD stata
sie juz rzeczywistoscig. Od kilku lat
potoznicy stosujg NIPD w postepo-
waniu z ciezarnymi z ujemnym
czynnikiem Rh bedacymi w grupie
ryzyka HDN. Obecne wytyczne po-
winny zosta¢ zaktualizowane, aby
zmiana miala takze swoje odbicie
w praktyce.

Okreslanie pici ptodu ze wskazan
medycznych w sytuacjach zwiek-
szonego ryzyka genetycznego stato
sie praktyka, wymaga jednak dal-
szych badan, rozwoju standardow
i protokotow laboratoryjnych oraz
zasad postepowania w okreslonych
sytuacjach klinicznych. Zapewni to
réwny dostep do bezpiecznych pro-
cedur diagnostycznych rodzinom
z grupy zwiekszonego ryzyka.
Opisano zastosowanie diagnostyki
nieinwazyjnej w innych wskaza-
niach, takich jak diagnostyka cho-
réb monogenowych czy zespotu
Downa, co potencjalnie moze wpty-
na¢ na postrzeganie znaczenia dia-
gnostyki prenatalnej i1 badan
przesiewowych.

Zanim NIPD zostanie wdrozona
do praktyki klinicznej na szeroka
skale, konieczna jest dalsza ocena
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kliniczna (wlaczajac gruntowng
ocene kliniczng oraz laboratoryjng
czulosci i swoistosci metody, kosz-
téw 1 optacalnosci, potrzeb konsu-
mentow oraz opinii). Pozwoli to
na poprawe jakosci procedur oraz
rozwoj wtasciwych i bezpiecznych
systemow opieki zdrowotnej odpo-
wiednich do potrzeb pacjentéw,
przy jednoczesnej minimalizacji
ryzyka, jakie mogloby nies¢ nie-
wlasciwe zastosowanie nowych
technologii. National Institute of
Health Research ustanowil wielo-
osrodkowy (RAPID) grant w celu:
a) ewaluacji optymalnych techno-
logii w zastosowaniu dla celow
NIPD w systemie zdrowotnym
w Wielkiej Brytanii, b) formalnej
oceny spolecznych, etycznych
i ekonomicznych konsekwencji
wdrozenia NIPD do szerokiej prak-
tyki klinicznej.

Joint Committee on Medical Gene-
tics zatwierdzit raport Public Health
Genetics Foundation, w ktérym za-
mieszczono rekomendacje dotyczace
systematycznej oceny klinicznej i la-
boratoryjnej rozwijajacych sie tech-
nologii NIPD oraz ich prawidlowego
wdrozenia do opieki przedporodowej
w ramach NHS. Ten raport opubliko-
wano na poczatku 2009 roku.?!
Potencjalne wdrozenie opisywa-
nych technologii na szeroka skale
mogloby mieé¢ istotne implikacje
dla obecnie stosowanego modelu
diagnostyki prenatalnej, wptywajac
przede wszystkim na prace labora-
toribw wykorzystujgcych metody

www.podyplomie.pl/ginekologiapodyplomie

Nieinwazyjna diagnostyka prenatalna

przesiewowych badan biochemicz-
nych z krwi, cytogenetyki klinicznej
oraz genetyki molekularnej. Ko-
nieczne bedzie szczegbéiowe zapla-
nowanie rekonfiguracji i zmiany
organizacji pracy takich laborato-
riéw, zwtaszcza wspoéipracujacych
z National Screening Committee.
Jest to bardzo szybko rozwijajaca sie
dziedzina. Konieczne jest kontynu-
owanie edukacji publicznej, opieki
zdrowotnej oraz srodowisk usta-
wodawczych, aby unikng¢ wygo-
rowanych oczekiwan, jednoczesnie
zapewniajgc sprawne i wiasciwie
wdrozenie nowych technologii do
codziennej praktyki.
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Jakiekolwiek kopiowanie w ktorymkolwiek jezyku w czesci lub
w catosci bez uprzedniego pisemnego zezwolenia wydawcy
catkowicie zabronione.
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