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Analiza calogenomowa
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Postep w technikach cyvtogenetyki molekularnej

Zastosowanie mikromacierzy do molekularnej oceny kariotypu
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Aberracje chromosomowe
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mikrodelecje mikroduplikacje
Submikroskopowe niezrownowazenia genomu
Copy-number variants (CNVs)
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Ginekol Pol. 2009, 80, 390-393

Polskie Towarzystwo Ginekologow i Potoznikow
Polish Society of Gynecologists and Obstetricians

(dawniej Polskie Towarzystwo Ginekologiczne)

Rekomendacje dotyczace postepowania w zakresie diagnostyki prenatalnej

1. Wszystkie kobiety cigzarne powinny mie¢ zaproponowane przesiewowe badania prenatalne

2. Badania inwazyjne powinny by¢ wykonane po uprzednich badaniach przesiewowych

3. Badania przesiewowe okreslajg ryzyko wystgpienia aberracji chromosomowych. Kobietom, ktére decydujg sie na pominiecie etapu
skriningowego, nalezy umozliwi¢ wykonanie badania inwazyjnego po uprzednim poinformowaniu 0 mozliwych powiktaniach.

4. Badania przesiewowe: ultrasonografia miedzy 11 a 13 tygodniem cigzy, ultrasonografia miedzy 18 a 24 tygodniem cigzy oraz badania
biochemiczne | i Il trymestru ciazy umozliwiaja poza oceng ryzyka wystapienia aberracji chromosomowych, takze rozpoznanie wielu
wad wrodzonych u ptodu, oceng kosmowkowosci W cigzy wieloptodowej, a takze ocene ryzyka wystapienia niektorych powiktan

charakterystycznych dla Il i Il trymestru ciazy.
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European Journal of Medical Genet 2014) 151-156

Contents lists available at ScienceDirect

European Journal of Medical Genetics

journal homepage: http://www.elsevier.com/locate/ejmg

Europejskie Rekomendacje

Review

Implementation of genomic arrays in prenatal diagnosis: The Belgian ®Cw”m
approach to meet the challenges
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Microarrays and Next-Generation Sequencing
Technology: The Use of Advanced Genetic Diagnostic
Tools in Obstetrics and Gynecology
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Europejskie Rekomendacje
Porada genetyczna przed wykonaniem badania

* Poinformowanie przysztych rodzicow 0 mozliwosciach 1 ograniczeniach
technicznych metody

« Poinformowanie 0 mozliwosci Stwierdzenia zmiany ktéra NIE zostanie
uwzgledniona w wyniku (VOUS, CNV o zmiennej ekspresji, penetracji, zmiany
patogenne ktére nie majg wptywu na nieprawidtowy obraz USG)

* Nie mozna wymaga¢ 0d rodzicéw podjecia hatychmiastowe] decyzji — ulotki
« Wykonywane u wszystkich pacjentek, nawet dla cigz o niskim ryzyku (1.7%)

edu-metgen.imid.med.pl
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Reporting policy

Czyli co i kiedy uwzgledniamy
w wyniku badania

« Zmiana de novo lub odziedziczona od chorego rodzica

* Region delecji/duplikacji zawiera geny lub caty region opisany jest jako patogenny w
bazie DECIPHER

* Region delecji/duplikacji nie znajduje si¢ na liscie wariantow polimorficznych (baza
DGV)

« TYLKO ZMIANY O ZNANEJ PATOGENNOSCI!

edu-metgen.imid.med.pl

Fundusze : [ &) . .
Europejskie Echkzpospollta gy Instytut Unia Europejska
Wiedza Edukacja Rozwdj - olska Muiki i Dziec ka Europejski Fundusz Spoteczny



Etapy diagnostyki prenatalnej:

1. Badanie ultrasonograficzne pomigdzy 11 a 13 tyg cigzy

2. Badanie biochemiczne w | trymestrze ciazy (test PAPP-A, test potrdjny)

3. Komputerowa ocena ryzyka aberracji chromosomowych u ptodu na podstawie testow
przesiewowych

4. Podjecie decyzji 0 wiaczeniu pacjentki do dalszych etapow postepowania diagnostycznego

5. W przypadku okreslenia wysokiego ryzyka aberracji chromosomowych po przeprowadzeniu
testow przesiewowych, nalezy skierowac ci¢zarng do poradni specjalistycznej

6. Przeprowadzenie procedur inwazyjnych oraz wykonanie badan genetycznych
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Materialy i metody:

« Metoda porownawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy (aCGH) umozliwia wykrycie zmian
0 charakterze niezrownowazonym U ptodow ze stwierdzonymi wadami w badaniu USG

* Metoda ta nie wykrywa poliploidii, utraty heterozygotyczno$ci nie zwigzanej ze zmiang liczby kopii DNA,
zrbwnowazonych translokacji, inwersji i mozaikowos$ci niewielkiego stopnia. Ponadto, nie identyfikuje
mutacji punktowych oraz disomii jednorodzicielskiej

« W badaniach wykorzystano macierz catogenomowa firmy Oxford Gene Technology v2 lub v3,
zaprojektowana wedtug kryteriow konsorcjum ISCA

» Metoda aCGH pozwala na analiz¢ calego genomu w jednym badaniu z $rednig rozdzielczoscig ~120 kp
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Metoda:

(Experimental) (Reference) X: log, Ratios
Total Total 3 o . +1 +2 4

Genomic DNA Genomic DNA

DNA- c; DNA-Cy5
AgilentgDNA
labeling kit _\ |
@ ‘ ‘ | CGH Analytics software |

Agilent CGH Mlcroarrays

Y: Chromosome location
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Zasada metody mikromacierzy (aCGH)

delecja wynik prawidlowy duplikacja
paCJent kontrola paCJent kontrola paCJent kontrola
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Doswiadczenia wlasne - badania wykonane
w Instytucie Matki 1 Dziecka w Warszawie:

» Czas oczekiwania na wynik 3-5 dni

« Zawsze wykonywana jest 1 hodowla (wykluczenie ploidii 69,XXX oraz
translokacji zréwnowazonych)

 CytoSure™ Constitutional v2 oraz v3(8x60k) firma Oxford Gene Technology
(mikromacierz catogenomowa celowana na wazne geny).

« W wyniku uwzglednione tylko zmiany o znanym znaczeniu klinicznym

- Zmiany o nieznanym znaczeniu Kklinicznym (variants of unknown clinical
significant VOUS, de novo Ilub odziedziczone) — 1,5% przypadkow
(uwzglednione W Swiadomej zgodzie na badanie)
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Dotychczasowe wyniki

Wyniki 71 195 398 733 1191 | 1710 580 4878
Prawidl 51 142 276 522 854 | 1173 407 3425

rawidtowe (70%)

. . 1380

Nieprawidlowe 17 51 110 190 321 525 166 (28%)
Nieinf t 3 2 12 21 16 12 7 r

ieinformatywne (1,5%)
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Wyniki

Wszystkie wyniki: 4878
Prawidlowe: 3425

30% structural
aberrations

Nieprawidtowe: 1380

Aberracje liczbowe: 977

Aberracje strukturalne: 406

Nieinformatywne wyniki: 73

mnormal m®mabnormal ®non-informational
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Wskazania do badania:

Wskazania do badania Wy.nlkl : Wyn.lkl : Aberracje > Wyniki
prawidlowe | nieprawidlowe | liczbowe/strukturalne | nieinformatywne
: 265
NT, PAPPA, Wiek, Obawy 952 315 0 16
1
Obcigzony wywiad rodzinny 25 6 s -
2
Wadu ukladu moczowego 82 10 3 -
6
Wady OUN 125 25 19 -
. . 18
Przepuklina p¢epowinowa 48 19 1 3
. 24
Uogolniony obrzek ptodu 45 30 5 2
: : 9
Hipotrofia plodu 39 15 5 -
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Wskazania do Wyniki Wyniki Aberracje Wyniki
badania prawidlowe nieprawidlowe | liczbowe/strukturalne | nieinformatywne
1
Wytrzewienie 11 1 -
Achondroplazja 3 - i -
Wady 13 ;
_ 82 17
twarzoczaszki 4
: : 265
Wielowadzie 792 356 oL 11
3
Wady ukladu 29 7 ]
kostnego 4
229
Wady serca 798 321 1
92
ikacia i 3
WeryflkaCJa,mnych 65 29 3
badan 26
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Wskazania: NT, test PAPP-a, Obawy

* Wskazania do badania: obcigzony wywiad rodzinny

» Duplikacja krotkiego ramienia chromosomu X w prazku X
pl11.4 o wielkosci ~ 51 kpz

* Duplikacja obejmuje 6 eksonow genu OTC (OMIM: 300461)

« Aberracje i mutacje w tym genie opisywane sa U pacjentow z
hiperamonemia 1 moga by¢ dziedziczone od rodzicow
niewykazujacych objawow Klinicznych

) . * Wskazania: Nieprawidtowy wynik testu PAPPA, nieprawidlowy

e wynik testu NIFTY (T21).
] [ ] [ —— PR« Stwierdzono 5 aberracji strukturalnych dtugiego ramienia

B 1B chromosomu 21: duplikacji regionu 21¢21.1g22.11 o wielkosci

~14,3 Mpz, duplikacji regionu 21922.11922.13 o wielko$ci ~2,46
Mpz, duplikacji regionu 21g22.2 o wielkosci ~240 Kkpz,
duplikacji regionu 21g22.3 o0 wielkosci ~3,29 Mpz oraz
duplikacji regionu 21g22.3 o wielkosci ~570 kpz.

* Analiza chromosoméw metodg GTG uzyskanych z hodowli
komorkowej wykazata, ze aberracje zlokalizowane sa w obrgbie
krotkiego i dtugiego ramienia jednego z chromosomow 21 pary.
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Wskazania: wada ukladu moczowego

‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ . ' et e+ Wskazania do badania: megacystis
= : |+ Duplikacja dlgiego ramienia chromosomu 18 w regionie
18921.31 o wielkosci ~1,17 Mpz.
» Aberracja obejmuje geny: ST8SIA3 (OMIM 609478),
ONECUT2 (OMIM 604894)1, FECH (OMIM), NARS (OMIM
‘ 108410), ATP8B1 (OMIM 602397) oraz eksony 1-11 genu
e e = SR e Y S NEDDA4L (OMIM 606384)

* Wskazania: wielotorbielowato$¢ nerek

* Delecja dlugiego ramienia chromosomu 17 w regionie 17q12
0 wielko$ci ~1,4 Mpz.

» Aberracja obejmuje region znanego zespotu RCAD (OMIM:
137920), opisywanego U pacjentow m. in. z cukrzycg typu
MODY oraz nieprawidtowosciami uktadu moczowo-pitciowego,
w tym torbielowatoscig nerek
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Wskazania: wady konczyn
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Wskazania do badania: wady dtoni i stop u ptodu

Wyniki:

Kariotyp zenski

Duplikacja dtugiego ramienia chromosomu 10
w regionie 10024.32 o wielkosci ~ 255 kpz.
Duplikacja obejmuje geny POLL (OMIM 606343),
DPCD (OMIM 616467) oraz czesciowo geny BTRC
(OMIM 603482), FBXW4 (OMIM 608071) i
znajduje si¢ w regionie zespotu duplikacji 10q24
(OMIM 246560)

Badania rodzicow metoda aCGH wykazaty, ze

mmeres stwierdzona aberracja jest pochodzenia
E | 1
l | e — * Duplikacje tego regionu opisywane byly u
:[ ] 1 I T E [ Rl wcess T cioars | pacjentow z wadami konczyn
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Wskazania: wada OUN i mozgu

* Wskazania do badania: lzolowany brak jamy przegrody
przezroczystej w mozgu

* Delecja dlugiego ramienia chromosomu 2 w regionie 2924.3
0 wielkosci 1,08 Mpz oraz delecja dlugiego ramienia
chromosomu 2 w regionie 2936.3 0 wielkos$ci 1,39 Mpz.

» Delecja 2g24.3 obejmuje gen FIGN (OMIM: 605295)
natomiast delecja 2936.3 obejmuje geny: PID1 (OMIM:
612930), DNER (OMIM: 607299), FBX036 (OMIM:
609105) oraz wrazliwy na dawke gen TRIP12 (OMIM:
604506).

::g"!:tw oo I B
T

S— s T TR CTICC I i 11— T — i I 173
1 TR LR R T ——— - o — ] R .

* Wskazania do badania: wentrikulomegalia
+ Delecja krotkiego ramienia chromosomu 1 w regionie 1p36.33p36.22 0 wielkos$ci ~ 8,84 Mpz oraz duplikacja krotkiego ramienia
chromosomu 5 w regionie 5p15.33 o wielkosci ~2,25 Mpz.

edu-metgen.imid.med.pl
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Wskazania: wielowadzie
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*  Wskazania do badania: obustronny rozszczep wargi, stopy konsko-
szpotawe, w tescie PAPP-a wysokie ryzyko T13

»  Kariotyp meski,

*  Trisomia chromosomu 13

* Dodatkowo w badaniu stwierdzono delecj¢ krotkiego ramienia
chromosomu 17 w prazku 17p12 o wielkosci ~ 1,33 Mpz.

» Delecja obejmuje region krytyczny dziedzicznej
z nadwrazliwo$cig na ucisk (HNPP) (OMIM: 162500)

» Delecja17pl2 zostata potwierdzona badaniem metoda FISH

* Badania rodzicow metoda FISH wykazaty, ze stwierdzona u ptodu
delecja 17p12 jest pochodzenia matczynego

neuropatii
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Wskazania do badania: wielowadzie,
uogolniony obrzek plodu

» Kariotyp meski

* Profil intensywnosci sygnatu fluorescencji dla chromosomu
X w uzyskanym wyniku badania, sugeruje obecno$¢
dodatkowego chromosomu X, ktora moze wynika¢ z duzej
domieszki materialu pochodzenia matczynego, faktycznej
obecnos$ci dodatkowego chromosomu X lub poliploidii.
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Wskazania do badania: tetralogia Fallota

+ Kariotyp meski

» Delecja dlugiego ramienia chromosomu 22 w regionie
22011.21 o wielkosci ~ 2,56.

» Delecja znajduje si¢ w regionie znanego zespotu
mikrodelecji 22911.2 (OMIM: 188400)

+ Badania metodg MLPA (P245-B1) u rodzicow wykazaty,
ze aberracja stwierdzona u plodu jest pochodzenia
ojcowskiego

Wskazania do badania: VSD

+ Kariotyp meski

» Delecja dlugiego ramienia chromosomu 12 w regionie
12q14.1915 o wielkosci ~10,27 Mpz.

» Aberracja obejmuje wiele genow oraz region znanego
zespotu mikrodelecji 12914
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Wskazania do badania: ARSA

Kariotyp meski,

Duplikacja  dlugiego  ramienia  chromosomu
1 w prazku 1932.1 o wielko$ci ~1,22 Mpz
Duplikacja 1g32.1 obejmuje 4 geny: DDX59
(OMIM: 615464), KIF14 (OMIM: 611279), ZNF281
i wrazliwy na dawke gen NR5A2 (OMIM: 604453)1.
Mutacje w genie KIF14 opisywane sg U pacjentow z
Syndromem Meckel (OMIM: 616258)

Dodatkowo w badaniu stwierdzono delecje
krotkiego ramienia chromosomu 3 w prazku 3p26.3
0 wielkosci ~ 1,99 Mpz. Delecja obejmuje dwa
geny: CHL1 (OMIM: 607416) i wrazliwy na dawke
gen CNTN6 (OMIM: 607220)

Badania rodzicow metoda aCGH wykazaty, ze
stwierdzone u plodu aberracje sg pochodzenia
matczynego

Pomimo, ze aberracje zostaly odziedziczone od
matki niewykazujacej objawow Klinicznych, nie
mozna jednoznacznie wykluczy¢ ich wplywu na
nieprawidtowosci stwierdzone w badaniu USG
u ptodu
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Overview
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Genome Section
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58790 probes displayed

Kariotyp zenski, stwierdzono niezrownowazenie genomu w postaci mozaikowej trisomii chromosomu 9
pary.

Analiza chromosomoéow po hodowli komoérkowej wykazata obecnos¢ dwoch linii komoérkowych. W 6 na
17 analizowanych komorek stwierdzono obecnos$¢ dodatkowego chromosomu 9 pary, a w pozostatych
11 analizowanych komorkach stwierdzono prawidtowy kariotyp zenski.
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Klasyczna ocena kariotypu

Mikromacierz CGH

Zasada dzialania metody

Analiza mikroskopowa wzoru prazkowego

Hybrydyzacja DNA pacjenta oraz DNA
kontrolnego do sond oligonukleotydowych

chromosomow znajdujacych si¢ na szkietku
mikromacierzowym
Rozdzielezoéé metod 5-10 Mpz W zalezno$ci od stosowanej mikromacierzy:
y P od ~ 0,1 Mpz do 0,01 Mpz
Identyfikacji aberracji zrownowazonych TAK NIE

Material wykorzystywany do badania

Komorki w stadium metafazy po hodowli

DNA izolowane z niechodowanych komorek

komorkowe;j
Konieczno$¢ hodowli TAK NIE
Identyfikacja aneuploidii TAK TAK
Identyfikacja triploidii TAK NIE

Identyfikacja kontaminacji komérkami
matczynymi

TAK, ale u ptodu meskiego

TAK, ale u ptodu meskiego

Identyfikacja kariotypu mozaikowego

TAK

TAK; wykrywa mozaikowos$¢ o wysokos$ci ok.
5-10%

Czas potrzebny do uzyskania wyniku

10 dni do 3 tygodni

2-7 dni roboczych
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PODSUMOWANIE:

« Mikromacierze sg obecnie stosowane jako pierwsze badanie w diagnostyce prenatalnej, w szczeg6élnosci w przypadkach
wystepowania nieprawidtowosci i/lub wad u ptodow stwierdzonych w badaniu USG

« Badania prenatalne metoda aCGH wykonane w IMiD pozwolity na identyfikacje aberracji chromosomowych w 28%
przypadkow z czego 27 % stanowily aberracje strukturalne niewykrywalne metoda GTG

* W przypadku stwierdzenia u ptodu aberracji o0 nieznanym znaczeniu klinicznym, interpretacja uzyskanego wyniku badania
moze sprawia¢ trudnosci. W takich przypadkach bardzo istotne jest ustalenie pochodzenia stwierdzonej aberracji oraz
okreslenie ryzyka genetycznego w rodzinie
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PODZIEKOWANIA:

Prof. dr hab. Jerzy Bal — Kierownik Zakladu Genetyki Medycznej IMiD

Poradnia Genetyczna IMiD

Dr Ewa Obersztyn

Dr Anna Kutkowska-Kazmierczak
Dr Jennifer Castaneda

Dr Artur Barczyk

Dr Natalia Braun-Walicka

Dr Pawetl Wlasienko

Zespol Pracowni Cytogenetyki IMiD

» Dr Beata Nowakowska

« Dr Magdalena Bartnik-Gtaska

* Dr Marta Smyk

« Dr Barbara Wisniowiecka-Kowalnik
* Dr Marta Ke¢dzior

* Mgr Izabela Plaskota

« Mgr Katarzyna Kowalczyk (Sobecka)
* Mgr Magdalena Paczkowska

* Mgr Magdalena Zbiciak

» Mgr Joanna Bernaciak

* Mgr Krystyna Jakubow — Durska

« Roza Magdziak
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