Opis w jezyku polskim

Wstep

Terminem wrodzone wady rozwojowe (WWR) ptodu nazywamy wszelkie
wewngtrzne lub zewnetrzne nieprawidtowosci anatomiczne, ktore powstaja jeszcze
W czasie zycia wewnatrzmacicznego i sg obecne po urodzeniu [1]. Wrodzone wady
rozwojowe s3g jednym z najczestszych 1 istotnych problemow wspotczesnej
perinatologii 1 dotycza ~2-3% zywo urodzonych, ~20% martwo urodzonych dzieci
1 70% poronien samoistnych. Dlatego tez, kazde odstepstwo od prawidlowej
budowy ciala powstale jeszcze podczas zlozonych proceséw embriogenezy
zaliczane jest do grupy wrodzonych wad rozwojowych (w tym: deformacje,
malformacje, przerwania i dysplazje) [2].

Wrodzone wady rozwojowe moga wystepowaé pojedynczo jako wady
izolowane lub jako wady mnogie okreslane jako zespot wad wrodzonych lub
wielowadzie. Szacuje si¢, ze 2/3 wszystkich wad rozwojowych to wady izolowane,
a pozostala 1/3 stanowiag mnogie wady wrodzone. Wedtug Polskiego Rejestru
Wrodzonych Wad Rozwojowych (PRWWR) wada izolowana to jedna lub kilka
wad w obrebie jednego uktadu. Zespot wad wrodzonych definiowany jest jako
obecno$¢ dwoch lub wiecej duzych wad rozwojowych dotyczacych co najmniej
dwoch z wymienionych uktadow: sercowo-naczyniowego, moczowo-piciowego,
szkieletowego, pokarmowego, oddechowego lub osrodkowego uktadu nerwowego
[1].

Sposrod szerokiej grupy wrodzonych wad rozwojowych,
a w szczegollnosci, gdy wystepuja one w postaci mnogich wad rozwojowych, wiele
ma charakter letalny, czyli skutkuje obumarciem cigzy lub wczesnym zgonem
dziecka po urodzeniu. Przyczyny powstania wad wrodzonych sg bardzo rozne.
Niektore wady anatomiczne spowodowane sg infekcjami wewnatrzmacicznymi,
zazywaniem lekow, ekspozycja na toksyczne substancje w pracy, piciem alkoholu,
ekspozycja na dym tytoniowy, promieniowaniem jonizujacym.

Obecnie szacuje si¢, ze okoto 24% przypadkéw WWR u zywo urodzonych
dzieci i 50-75% poronien samoistnych uwarunkowana jest aberracjami

chromosomowymi, jednak wcigz identyfikowane sa kolejne geny, ktérych



uszkodzenie moze prowadzi¢ do nieprawidlowo$ci na wczesnym etapie rozwoju
ptodu.

Wedhug zalecen Polskiego Towarzystwa Ginekologow 1 Potoznikow
dotyczacych postepowania w zakresie diagnostyki prenatalnej wszystkie kobiety
cigzarne powinny mie¢ zaproponowane przesiewowe badania prenatalne, ktore
okreslaja ryzyko wystgpienia aberracji chromosomowych u ptodu. Badania
przesiewowe, takie jak badanie ultrasonograficzne migdzy 11 a 13 i 18 a 24
tygodniem cigzy oraz badania biochemiczne I 1 II trymestru cigzy, umozliwiaja
poza oceng ryzyka wystapienia aberracji chromosomowych, takze rozpoznanie
wielu wad wrodzonych u plodu. Genetyczne badania inwazyjne powinny by¢
wykonane, gdy badania przesiewowe wykaza wyzsze niz populacyjne ryzyko
urodzenia dziecka z wadg genetyczng [3].

Zgodnie z wytycznymi wielu towarzystw, w tym Polskiego Towarzystwa
Ginekologéw 1 Potoznikéw, Polskiego Towarzystwa Genetyki Czlowieka oraz
m.in. Europejskiego Towarzystwa Cytogenetycznego i Amerykanskiego Kolegium
Ginekologéw 1 Potoznikéw, rutynowo wykonywanym badaniem w przypadku
stwierdzenia wady anatomicznej u ptodu powinno by¢ badanie metoda
porownawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy (aCGH, ang. array
comparative ~ genomic hybridization). Zastosowanie  tej metody
w diagnostyce wrodzonych wad rozwojowych 1 wad letalnych, zwigksza
wykrywanie submikroskopowych niezrownowazen genomu, niemozliwych do
wykrycia klasyczng metoda oceny kariotypu, o okoto 6-7% [4]. Metoda ta
umozliwia identyfikacj¢ nowych regionow chromosomowych oraz genéw, ktorych
uszkodzenie moze mie¢ wptyw na powstawanie wrodzonych wad rozwojowych
oraz wad prowadzacych do obumarcia plodu. Okredlenie przyczyny
nieprawidlowos$ci anatomicznej wystepujacej u ptodu pozwala w optymalny sposob
zaplanowac czas, sposob i1 miejsce porodu — tak aby jak najlepiej pomodc dziecku, a
rodzicom dac czas na przygotowanie si¢ do jego przyjscia na swiat [3,5].

Badania prenatalne metoda aCGH wykonywane sa w Zaktadzie Genetyki
Medycznej IMiD (ZGM IMiD) od roku 2014. W chwili obecnej zbadano juz ponad
9000 ptodoéw skierowanych na badanie ze wzgledu na: zaawansowany wiek matki
(AMA), obawg pacjentki, obcigzenie genetyczne w rodzinie, zwigkszong
przezierno$¢ karkowa (NT), podwyzszone ryzyko w tescie przesiewowym PAPP-

A, obecnos$¢ izolowanej wrodzonej wady rozwojowej lub zespotu wad mnogich,



weryfikacje innych testow genetycznych, w tym nieinwazyjnego testu NIPT oraz
wykluczenie obecno$ci aberracji chromosomowej w materiale z poronienia
samoistnego.

Stosujac si¢ do rekomendacji Europejskiego Towarzystwa Cytogenetycznego,
wszystkie aberracje chromosomowe stwierdzone w badaniu aCGH zostaly
sklasyfikowane jako patogenne, potencjalnie patogenne, potencjalnie tagodne,
tagodne i1 o niepewnym znaczeniu klinicznym (VOUS, ang. variants of uncertain
significance). Najwieksze wyzwanie diagnostyczne w badaniach prenatalnych
stanowig aberracje o niepewnym znaczeniu klinicznym ze wzgledu na obecnos¢ w
tych regionach genoéw, ktérych funkcji, wedlug dotychczasowej wiedzy, nie mozna
jednoznacznie powigza¢ z nieprawidtowosciami stwierdzonymi w badaniu USG
lub z poronieniem samoistnym. Ze wzgledu na fakt, ze w przypadkach stwierdzenia
zmiany o niepewnym znaczeniu klinicznym, nie jest mozliwe udzielenie rodzicom
informacji o przysztym rozwoju dziecka, zmiany te nie s umieszczane w wyniku
diagnostycznym [5].

Identyfikacja zmian o niepewnym znaczeniu klinicznym ma jednak ogromne
znaczenie w poglebianiu wiedzy na temat etiologii wrodzonych wad rozwojowych.
Opisywanie wariantow VOUS w literaturze oraz umieszczanie ich w bazach
danych, umozliwi w przysztosci ich klasyfikacje jako warianty patogenne lub
tagodne. Utatwi rowniez identyfikacj¢ genow, ktorych uszkodzenie prowadzi do
wad wrodzonych u plodu. Dodatkowo, wykorzystanie technologii takiej jak
sekwencjonowanie eksomowe (WES) Iub sekwencjonowanie calego genomu
(WGS), stwarza szans¢ na identyfikacje patogennych wariantow w genach
znajdujacych si¢ w obrgbie aberracji o obecnie niepewnym znaczeniu klinicznym.
Takie podejscie pozwoli nie tylko na szersze poznanie etiologii wrodzonych wad
rozwojowych 1 nawracajacych poronief, lecz rOwniez na opracowanie schematu
postepowania diagnostycznego w przypadku stwierdzenia wad u plodu oraz

odpowiedniej strategii dla par z nawracajacymi poronieniami.



Cel badan

Istotnym elementem badan nad etiologia i patomechanizmem powstawania wad

wrodzonych plodu lub obumarcia ptodu jest identyfikacja, okreslenie rodzaju i

charakterystyka odpowiedzialnych za nie aberracji chromosomowych. Badania za

pomoca metody aCGH wykazaly, ze poza aberracjami liczbowymi, istotng role w

etiopatogenezie wrodzonych wad rozwojowych i poronien samoistnych stanowig

niezréwnowazenia submikroskopowe (CNVs, ang. copy-number variants). Analiza

CNVs metoda aCGH w badaniach postnatalnych umozliwita identyfikacje wielu

czynnikow genetycznych majacych wplyw na ujawnienie si¢ u pacjentow takich

zaburzen jak zaburzenia ze spektrum autyzmu, niepetnosprawnos¢ intelektualna

czy padaczka. Wykorzystanie tej metody do badah prenatalnych umozliwito

identyfikacj¢ regionow chromosomoéw oraz gendéw zwigzanych z wczesnym

rozwojem ptodowym.

Sformutowane zostaly nastgpujace szczegotowe cele badawcze:

1. Ocena znaczenia i czestosci submikroskopowych niezrownowazen genomu w
etiopatogenezie wrodzonych wad rozwojowych i wad letalnych u ptodu.

2. Proba identyfikacji gendéw, ktorych zaburzenie ekspresji prowadzi do
powstania wrodzonych wad rozwojowych.

3. Proba okre§lenia zalezno$ci genotypowo-fenotypowej u plodéow ze
stwierdzonymi w badaniu aberracjami chromosomowymi
0 niepewnym znaczeniu klinicznym.

4. Ocena przydatnosci i skutecznosci metody aCGH w diagnostyce prenatalnej
wrodzonych wad rozwojowych oraz aberracji powodujacych poronienie

samoistne.



Metodyka

Decyzja o kwalifikacji pacjentek do badan podejmowana byla przez lekarzy
genetykéw klinicznych z Poradni Genetycznej ZGM IMiD lub lekarzy
ginekologow z Kliniki Potoznictwa i1 Ginekologii Instytutu Matki i Dziecka, a takze
z innych o$rodkéw w Polsce.

Do prenatalnego badania metoda aCGH zakwalifikowano 7400 pacjentek,
natomiast badania materialu po poronieniu samoistnym wykonano w grupie 61
pacjentek.

W  badaniu aCGH materiatem badanym byt DNA wyizolowany
z plynu owodniowego, hodowli amniocytéw, utrwalonego osadu po hodowli
komorkowej, trofoblastu, fibroblastow skory ptodu, moczu plodu lub krwi
pepowinowej przy uzyciu zestawu Sherlock (A&A Biotechnology).

Metoda porownawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy CGH
umozliwia wykrycie zmian 0 charakterze niezrownowazonym
w  materiale ptodowym. Polega ona na hybrydyzacji badanego
i referencyjnego DNA, wyznakowanych dwoma roéznymi fluorochromami, do
mikromacierzy. Wynik badania otrzymany jest przez analize¢ pomiaru stosunku
intensywnosci fluorescencji obu sygnatéw wzgledem siebie.

Do badan prenatalnych zastosowano macierz catogenomowa firmy Oxford
Gene Technology, CytoSure Constitutional 8x60K, natomiast do badan materiatu z
poronien wykorzystano macierz catogenomowg firmy Oxford Gene Technology,
CytoSure Constitutional 4x180K. Analiz¢ wynikéw przeprowadzono za pomoca
programu CytoSure (firmy OGT), korzystajac rdwniez z roznych baz danych np.
OMIM, DECIPHER, ClinGen. Metoda aCGH umozliwita analiz¢ catego genomu
w jednym badaniu ze $rednig rozdzielczoscig ~120 kpz (mikromacierz 8x60K) lub
~24 kpz (mikromacierz 4x180K).

Stwierdzone  zmiany byly analizowane pod katem obecnosci
w nich gendéw (o znanej funkcji 1 genéw kandydatéw), ktorych nieprawidtowa
ekspresja moze by¢ odpowiedzialna za powstawanie wad wrodzonych lub
poronienie samoistne. W przypadku identyfikacji aberracji u ptodu, w celu
okreslenia jej pochodzenia, przeprowadzone byly klasyczne lub molekularne
badania cytogenetyczne (kariotyp metoda GTG, FISH, MLPA Iub aCGH),

weryfikujace nosicielstwo aberracji u obojga rodzicow.



Omowienie wynikow przedstawionych w publikacji 1,2,31i4

Publikacja numer 1. Kowalczyk K, Smyk M, Bartnik-Gtaska M, Plaskota I,
Wisniowiecka-Kowalnik B, Bernaciak J, Chojnacka M, Paczkowska M, Niemiec
M, Dutkiewicz D, Kozar A, Magdziak R, Krawczyk W, Pietras G, Michalak E,
Klepacka T, Obersztyn E, Bal J, Nowakowska BA. Application of array
comparative genomic hybridization (aCGH) for identification of chromosomal
aberrations in the recurrent pregnancy loss. J Assist Reprod Genet. 2022 Jan 26.
doi: 10.1007/s10815-022-02400-8. Epub ahead of print. PMID: 35079943

Cykl publikacji otwiera manuskrypt dokumentujacy wyniki zastosowania metody
porownawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy, w identyfikacji
aberracji chromosomowych w materiale z poronien nawracajacych. Jest to praca
podsumowujgca projekt naukowy Preludium 12, 2016/23/N/NZ2/02364, pt.
,Zastosowanie metody porownawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy
(aCGH) do identyfikacji submikroskopowych aberracji chromosomowych i genow
letalnych w materiale z poronien samoistnych”, realizowany w latach 2017-2020,
dzigki finansowaniu przez Narodowe Centrum Nauki.

Badanie metodg aCGH wykonano u 61 pacjentek. Jedna pacjentka zglosita si¢
z materialem pochodzacym z cigzy blizniaczej, w zwigzku z tym analizie poddano
62 przypadki. Wiek najmtodszej zakwalifikowanej pacjentki to 27 lat, a najstarszej
45 lat. Sredni wiek pacjentek wynosit 36 lat. Natomiast najliczniejsza grupe
stanowity pacjentki w wieku 30-39 lat. Do poronienia dochodzito najczgsciej
w 8 tygodniu cigzy. Rownolegle, w celu wykluczenia obecnosci poliploidii
chromosomowej u ptodu ptci zenskiej, w 22 przypadkach zostato przeprowadzone
badanie cytogenetyczne metoda Rapid-FISH.

Prawidlowe wyniki badania metoda aCGH otrzymano
w 27 probkach (43,5%). W 4 przypadkach uzyskano prawidlowy wynik badania
aCGH natomiast badanie weryfikacyjne metoda Rapid-FISH wykazato
nieprawidlowy kariotyp zenski z triploidia chromosomowg. Ponadto, w jednym
przypadku otrzymano prawidtowy wynik metoda aCGH (kariotyp zenski),
natomiast w badaniu Rapid-FISH stwierdzono niskoprocentowa, mozaikowa

tetrasomi¢ z dodatkowa 13 parg chromosomoéw.



Nieprawidtowe wyniki badania metoda aCGH uzyskano
w 35 probkach (56,5% przypadkéw). Najwigkszy odsetek stwierdzonych
nieprawidlowosci stanowita trisomia chromosomoéw autosomalnych (65%).
Najczestszg identyfikowang trisomiag byta trisomia chromosoméw 14 i 16 pary
(28,5%), nastepnie trisomia chromosomu 21 pary (8,5%) oraz trisomia
chromosomu 18 pary (5,7%). Najrzadsze pojedynczo stwierdzone trisomie
dotyczyty chromosomoéw: 3, 4, 5, 13, 151 22 pary.

Druga najczgsciej identyfikowang nieprawidtowoscia byta poliploidia
chromosomowa, ktdra stanowita 14,3% (5/35) wszystkich stwierdzonych aberracji.

Aberracje strukturalne stanowity 17,1% (6/35) wszystkich zidentyfikowanych
nieprawidlowos$ci chromosomowych. Aberracje strukturalne o charakterze
patogennym zostaly stwierdzone w 3 przypadkach, rowniez w 3 przypadkach
stwierdzono aberracje prawdopodobnie patogenne. Do grupy aberracji
odpowiedzialnych za poronienie zakwalifikowano delecj¢ 7p22.3p12.3 i duplikacje
9p24.3p13.2 bedace pochodnymi ojcowskiej translokacji zrbwnowazonej, delecje
3q13.31922.2 1 delecje 3q22.3923, delecje 17pl13.1 oraz delecje
1921.1921.2.

Publikacja numer 2. Kowalczyk K, Bartnik-Gtaska M, Smyk M, Plaskota I,
Bernaciak J, Kedzior M, Wisniowiecka-Kowalnik B, Jakubéw-Durska K, Braun-
Walicka N, Barczyk A, Geremek M, Castafieda J, Kutkowska-Kazmierczak A,
Wiasienko P, D¢bska M, Kucinska-Chahwan A, Roszkowski T, Koztowski S,
Mikulska B, Issat T, Obersztyn E, Nowakowska BA. Prenatal Diagnosis by Array
Comparative Genomic Hybridization in Fetuses with Cardiac Abnormalities.
Genes (Basel). 2021 Dec 19;12(12):2021. doi: 10.3390/genes12122021. PMID:
34946970; PMCID: PMC8701951.

W drugiej publikacji przedstawiono wyniki zastosowania macierzy aCGH
w diagnostyce prenatalnej u 484 ptodéw z rozpoznanymi ultrasonograficznie
wrodzonymi wadami serca (CHDs, ang. Congenital Heart Defects). Do badania
zakwalifikowano 256 plodow z izolowanymi CHD i 228 plodow z CHD
wspotistniejacych z innymi wadami rozwojowymi, diagnozowanych w latach

2014-2019. Celem badania byta identyfikacja aberracji odpowiedzialnych za



powstawanie wrodzonych wad serca a w szczegdlno$ci nowych aberracji, w
obrebie ktérych znajduja sie geny, ktorych mutacje moga powodowaé CHD.

Aberracje chromosomowe stwierdzono w 176 przypadkach (37%, 176/484)
(74 u ptodéow z izolowang wadg serca i 102 u ptodéow z CHD wspdtistniejacej z
innymi wadami rozwojowymi). Aneuploidie chromosomowg wykryto w 102
przypadkach (21%, 102/484), a najczgstsza aberracja strukturalng byla
mikrodelecja w regionie 22q11.2, zidentyfikowana w 25 przypadkach (5%,
25/484). Sposrdéd aneuploidii, najczestsza stwierdzong byta trisomia chromosomu
21pary (zesp6t Downa), nastepnie trisomia chromosomu 18 pary (zespot
Edwardsa), kolejno trisomia chromosomu 13 pary (zespdt Patau) i monosomia
chromosomu X (zesp6t Turnera). Najbardziej charakterystyczne wady serca dla
poszczegolnej trisomii, takie jak ubytek przegrody przedsionkowo-komorowej
(AVSD), ubytek przegrody miedzykomorowej (VSD), tetralogia Fallota (TOF)
oraz ubytek przegrody migdzyprzedsionkowej (ASD) dla chromosomu 21 pary,
wystapity u 91% analizowanych plodéw z zespolem Downa, w 9% stwierdzono
inne rzadkie nieprawidtowo$ci budowy serca. Dla chromosomu 18 pary
stwierdzono VSD, AVSD 1 dwuodptywowa prawa komore (DORYV)
u 79% plodéw z zespotem Edwardsa, 21% stanowily inne wady serca. Natomiast
w przypadku trisomii chromosomu 13 pary (zesp6ét Patau) VSD i ASD stwierdzono
u 67% plodow, a pozostale wrodzone wady serca stanowity 33%. W przypadku
mikrodelecji w regionie 22ql1.2, najczestsza stwierdzang wada serca byla
tetralogia Fallota obserwowana u 80% ptodow, podczas gdy VSD obserwowano u
12%, a zespot hipoplazji lewego serca (HLHS) u 8% ptodow z ta delecja.

Dodatkowo  wykorzystujac  analiz¢ metoda mikromacierzy CGH,
zidentyfikowano mozaikowe trisomie chromosomoéw 16, 18 1 22 pary. Najmniejszy
stopnien mozaikowatos$ci, ktory zostat stwierdzony za pomoca metody aCGH byt
na poziomie 11% (trisomia mozaikowa chromosomu 22 pary) i zostal wykryty u
ptodu skierowanego ze wzgledu na obecno$¢ izolowanej wady serca -VSD.

W naszym badaniu I3gcznie stwierdzono 60 réznych aberracji u 176
7484 plodow z CHD. Pierwsza grupa zawierala 33 aberracje uwazane za klinicznie
patogenne. Najczgsciej stwierdzane byly aneuploidie (~58%): trisomia
chromosomu 21 pary w 44 przypadkach, trisomia chromosomu 18 pary w 32
przypadkach i trisomia chromosomu 13 pary w 15 przypadkach. Ponadto, w grupie

tej znajdowaly si¢ 22 patogenne aberracje strukturalne.



Druga grupa aberracji zawierata 18 potencjalnie patogennych aberracji
strukturalnych, co w naszej grupie badanej stanowito 36,7% (18/49) wszystkich
zidentyfikowanych aberracji  strukturalnych i 10% (18/176) wszystkich
zidentyfikowanych nieprawidtowosci chromosomowych.

Oprocz aberracji patogennych 1 potencjalnie patogennych, u 9 plodow
stwierdzono obecno$¢ aberracji o niepewnym znaczeniu klinicznym, co stanowi
1,8% (9/484) wszystkich badanych ptodow z CHD lub 5,1% (9/176) ptodow ze

stwierdzong aberracjg chromosomowa.

Publikacja numer 3. Geremek M, Dudarewicz L, Obersztyn E, Paczkowska M,
Smyk M, Sobecka K, Nowakowska B. Null variants in AGRN cause lethal fetal
akinesia deformation sequence. Clin Genet. 2020 Apr;97(4):634-638. doi:
10.1111/cge.13677. Epub 2019 Dec 11. PMID: 31730230

Kolejng przedtozong praca jest manuskrypt opisujacy przypadek plodu
Z obecnoscig patogennych wariantow na obu allelach w genie AGRN. Praca ta
wykazuje jak pomocnym narz¢dziem w diagnostyce prenatalnej wrodzonych wad
ptodu jest metoda sekwencjonowania eksomowego (WES).

Do  prenatalnego  badania  metoda aCGH  zakwalifikowano,
27-letnig pacjentke ze wzgledu na nieprawidtowe badanie USG. Badanie to zostato
wykonane w 21 tygodniu cigzy 1 wykazalo szereg nieprawidtowosci anatomicznych
u plodu w tym: uogolniony obrzek, pusty zotadek, widoczny ptyn w $wietle
przetyku, brak widocznej perystaltyki przetyku, brak ruchow konczyn, przykurcze
4 konczyn, przykurcze palcow, nieprawidlowa pozycje palcow u rak i stop, obrzek
podskoérny stopy (podeszwowy 1 grzbietowy), nieprawidlowy obraz migéni
szkieletowych (brak mig$ni szkieletowych o typowej budowie hipoechogenicznej),
usta stale lekko otwarte, wielowodzie 1 wysigki do optucnej oraz wysieki sugerujace
hipoplazj¢ ptuc. Na podstawie obrazu ultrasonograficznego postawiono
rozpoznanie sekwencji deformacyjnej akinezji ptodu (FADS, OMIM 208150).
Rodzice nie byli ze soba spokrewnieni i1 nie potwierdzili obecnosci wad
wrodzonych w rodzinie. W 30 tygodniu cigzy doszto do martwego urodzenia.

Badanie ptodu metoda aCGH wykazato obecnos$¢ interstycjalnej delecji w
regionie 1p36.33 o wielkos$ci 148 kpz obejmujace eksony 3-36 genu AGRN (OMIM

103320). Jednak ze wzgledu na czgsto$¢ wystepowania tej zmiany w populacji



ogolnej, aberracja ta zostata zakwalifikowana do zmian potencjalnie tagodnych 1
nie zostala wykazana w wyniku.

Dodatkowa analiza metoda WES wykazata obecno$¢ homozygotycznej delecji
jednego nukleotydu, skutkujgcej przesunieciem ramki odczytu, w eksonie 27 genu
AGRN (NM 198576: c.4657delT:p.C1553fs). Matka byla heterozygotyczng
nosicielka stwierdzonej mutacji, natomiast ojciec byl nosicielem stwierdzonej
u ptodu delecji w regionie 1p36.33.

W dostepnej literaturze opisywane sg warianty patogenne w genie AGRN w
rodzinach z wrodzonym zespotem miastenicznym (CMS, OMIM 608931). Nasz
przypadek jest najprawdopodobniej pierwszym opisanym z obecnoscig
patogennego wariantu na obu allelach genu AGRN w zespole FADS.

Przedstawiony przypadek ukazuje jak kompleksowym
1 wieloetapowym procesem jest diagnostyka prenatalna. Chociaz delecja w regionie
1p36.33 zostata wykryta podczas analizy metoda aCGH,
to zgodnie z zgodnie z obowigzujacymi rekomendacjami nie uwzglgdniono jej w
wyniku diagnostycznym. Dopiero w polaczeniu z wynikiem otrzymanym metoda

WES stwierdzono prawdopodobnie patogenny charakter tej zmiany.

Publikacja numer 4. Kowalczyk K, Bartnik-Gtaska M, Smyk M, Plaskota I,
Bernaciak J, Kedzior M, Wi$niowiecka-Kowalnik B, Deperas M, Domaradzka J,
Luszczek A, Dutkiewicz D, Kozar A, Grad D, Niemiec M, Ziemkiewicz K,
Magdziak R, Braun-Walicka N, Barczyk A, Geremek M, Castaneda J,
Kutkowska-Kazmierczak A, Wtasienko P, Jakuboéw-Durska K, Dgbska M,
Kucinska-Chahwan A, Koztowski S, Mikulska B, Issat T, Roszkowski T,
Nawara-Baran A, Runge A, Jakubiuk-Tomaszuk A, Kruczek A, Kostyk E, Pietras
G, Limon J, Zwolinski J, Ochman K, Szajner T, Wegrzyn P, Wielgos M, Sgsiadek
M, Obersztyn E, Nowakowska BA. Comparative Genomic Hybridization to
Microarrays in Fetuses with High-Risk Prenatal Indications: Polish Experience
with 7400 Pregnancies. Genes. 2022; 13(4):690.
https://doi.org/10.3390/genes13040690

W ostatniej publikacji przedstawiono podsumowanie diagnostyki prenatalnej za

pomocg mikromacierzy CGH wykonywanej w ZGM IMiD od stycznia 2014 do



wrzesnia 2021 roku. W pracy tej skupino si¢ na ocenie uzytecznosci macierzy w
diagnostyce prenatalnej w grupie 7400 cigz w polskiej populacji. Nasze badania
obejmowaty duza grupe badang (ze wzgledu na finansowanie ze S$rodkow
publicznych oraz S$ciste jednolite kryteria kwalifikacji pacjentek do badan
inwazyjnych). Sredni wiek zakwalifikowanej do badania pacjentki wynosit 35 lat
(18-49 lat). W wielu przypadkach probki DNA od obojga rodzicéw byly rowniez
dostgpne do badania, co istotnie pomogto w klasyfikacji wielu CNV trudnych
w interpretacji. Porada genetyczna odbywata si¢ zaréwno przed badaniem
inwazyjnym, jak 1 po uzyskaniu wynikow badania.

Wszystkie otrzymane do naszego badania probki zakwalifikowano do szesciu
grup, wedlug wskazan do inwazyjnej diagnostyki prenatalnej: nieprawidtowy
wynik badania ultrasonograficznego, zaawansowany wiek matki, podwyzszone
NT, nieprawidlowy wynik testu PAPP-A oraz obawa, choroby genetyczne w
rodzinie i weryfikacja wynikow innych badan genetycznych.

Uzyskane wyniki badan wskazuja na wysoka czutos¢ metody aCGH w detekcji
aberracji chromosomowych u plodéw ze wskazaniem do diagnostyki inwazyjne;.
Odsetek stwierdzonych nieprawidtowosci wynosit 27,2% (2010/7400), w tym
71,2% (1431/2010) stanowily liczbowe aberracje chromosomowe a 28,8%
(579/2010) aberracje strukturalne.

Istotne klinicznie aberracje strukturalne (patogennie i potencjalnie patogenne)
stanowily 87% (505/579) wszystkich stwierdzonych CNV 1 obecne byty u 6,8%
(505/7400) wszystkich przebadanych ptodéw. Ponadto, stwierdzono 57 aberracji o
niepewnym znaczeniu klinicznym.

Wskaznik wykrywalnosci nieprawidtowosci chromosomowych stwierdzonych
przy uzyciu metody mikromacierzy CGH byl najwyzszy, gdy wskazaniem do
badania byt obrzek uogolniony 1 wynosit 48% (59/123), nastepnie, w grupie ptodow
ze zwigkszong przeziernos$cig karkowa wynosit 36,9% (212/573), wrodzonymi
wadami serca 24% (285/1188), hipotrofiag ptodu 22,9% (19/83) oraz wadami
osrodkowego uktadu nerwowego wynosit 20,1% (31/154).

W naszych badaniach, klinicznie istotne aberracje strukturalne (patogenne i
potencjalnie patogenne) wykryto u 7,7% (149/1931) ptodéw z izolowanymi
wadami anatomicznymi, stwierdzonymi podczas badania USG (izolowane wady

serca, OUN, ukladu moczowego, uktadu kostnego, twarzo-czaszki, hipotrofia



ptodu, wytrzewienie, achondroplazja i przepuklina pgpkowa). Natomiast w grupie
ptodéw z zespotem wad wrodzonych, wskaznik ten wynosit 8,2% (185/2245).

Najnizszy wskaznik wykrywalno$ci stwierdzono w grupie plodoéw
z izolowang wadg uktadu moczowego i wynosit on 4,5% (6/134). W tej grupie
badanej u trzech ptodow stwierdzono obecno$¢ patogennej mikrodelecji w regionie
17q12.

W grupie, gdzie wskazaniem do badania inwazyjnego metoda aCGH byt
zaawansowany wiek matki, klinicznie istotne submikroskopowe CNVs zostaty
wykryte u 5,3% (18/336) ptodow.

Ostatnia omawiang grupe stanowily plody skierowane na inwazyjna
diagnostyke genetyczng ze wzglgdu na nieprawidtowy wynik biochemicznego testu
PAPP-A. W tej grupie, klinicznie istotne submikroskopowe CNV stwierdziliSmy u
3,1% (22/713) ptodow.

Najczestsza submikroskopowa aberracjag w naszej grupie 7400 plodéw, byta
delecja regionu 22g11.2 (80/7400, 1,1%).

Przeprowadzone badania wykazaly zrdéznicowany wskaznik wydajnosci
metody CGH dla ci3z o r6znych wskazaniach do inwazyjnej diagnostyki. Stosujac
te metode mozliwa byla ocena czgstosci wystepowania patogennych, potencjalnie
patogennych oraz o niepewnym znaczeniu klinicznym niezréwnowazen genomu w

badanej grupie.



Podsumowanie

Wrodzone wady rozwojowe (WWR) stwarzaja powazne wyzwanie zardéwno
kliniczne i naukowe. Czgstos¢ wystepowania wrodzonych zaburzen rozwojowych
wsrdd zywo urodzonych noworodkow wynosi w krajach rozwinigtych okoto ~2-
3%, wsrod martwo urodzonych do 20%. Ponadto okoto 70% plodow z cigzkimi
wadami rozwojowymi ulega obumarciu i poronieniu samoistnemu na réznym
ctapie trwania cigzy. Gléwng role w patomechanizmie wrodzonych wad
rozwojowych petnig czynniki genetyczne, w tym aberracje chromosomowe.

Badania prowadzone w ostatnich latach wykazuja, ze istotng rolg
w etiologii wrodzonych wad rozwojowych odgrywaja zmiany liczby kopii
fragmentow DNA  (CNVs), do ktérych nalezag  submikroskopowe
niezrownowazenia genomu, mozliwe do wykrycia metoda poréwnawczej
hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy (aCGH). Mozliwos¢ analizy calego
genomu w jednym badaniu zrewolucjonizowata diagnostyke prenatalng, dlatego tez
metoda ta jest testem pierwszego wyboru w przypadku stwierdzenia u ptodu
nieprawidlowosci anatomicznych. Celem pracy byta ocena przydatnosci metody
poréwnawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy CGH w diagnostyce
wrodzonych wad rozwojowych ptodu i wad letalnych.

Badaniami objg¢to grupe 7400 ptoddéw skierowanych na badanie metoda aCGH
ze wzgledu na: nieprawidlowy wynik badania ultrasonograficznego,
zaawansowany wiek matki, podwyzszone NT, nieprawidlowy wynik
przesiewowego testu PAPP-A oraz obawa, choroby genetyczne w rodzinie i
weryfikacja wynikow innych badan genetycznych. Do grupy badanej wiaczono
rowniez 62 materialy po poronieniu samoistnym. W chwili obecnej jest to
najwicksza, opisana w literaturze grupa badana. Wszystkie badania zostaty
przeprowadzone
w Zespole Pracowni Cytogenetyki Zakladu Genetyki Medycznej, IMiD. Do badan
zastosowano calogenomowa mikromacierz oligonukleotydowa.

Wykorzystanie metody aCGH w diagnostyce prenatalnej, umozliwito
identyfikacj¢ 449 strukturalnych aberracji patogennych (446 w grupie prenatalne;j 1
3 w grupie poronien samoistnych) oraz 62 potencjalnie patogennych aberracji
chromosomowych (59 w grupie prenatalnej i 3 w grupie poronien samoistnych).

Warianty potencjalnie patogenne zawieraly geny o znanej funkcji, ktore moga by¢



odpowiedzialne za nieprawidlowosci wystepujace u pltodu. W badaniach
stwierdzono 57 aberracji o niepewnym znaczeniu klinicznym. Znajdujace si¢ tych
regionach geny, trudno bylo powiaza¢ ze wskazaniami do badania. Jednak, jak
pokazuje Publikacja numer 3, w wielu przypadkach pomocnym narzedziem,
umozliwiajagcym postawienie diagnozy moze by¢ technika WGS lub WES.

Badania przeprowadzone technika aCGH w materiale z poronienia
samoistnego wykazaly, ze metoda ta jest skutecznym narzedziem diagnostycznym
do identyfikacji aberracji chromosomowych (17,1%), niemozliwych do wykrycia
powszechnie stosowang klasyczng oceng kariotypu metoda GTG.

Wyniki uzyskane w grupie 484 pltodow z CHD wskazuja, ze metoda
porownawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy CGH umozliwita
okreslenie etiologii wrodzonych wad serca spowodowanych aberracja strukturalng
w 13,4% analizowanych przypadkow, a w grupie 7400 analizowanych ptodow,
wskaznik wykrywalnosci istotnych klinicznie aberracji strukturalnych wynosit
6,8%.

Wysoka skuteczno$¢ metody aCGH w identyfikacji niezrownowazeh genomu
wykazata jej przydatno$¢ w diagnostyce prenatalnej. Molekularna analiza genomu
metoda aCGH wykazata istotng role CNVs w etiologii izolowanych i mnogich wad
ptodu oraz poronien samoistnych. Wyniki przeprowadzonych badan uzasadniaja
stuszno$¢ stosowania metody aCGH jako pierwszego testu w diagnostyce
klinicznej wrodzonych wad ptodu i wad letalnych oraz gdy wskazaniem do badania
byt zaawansowany wiek matki, podwyzszone NT, nieprawidlowy wynik
przesiewowego testu PAPP-A, obecno$¢ choréb genetycznych w rodzinie i
weryfikacja wynikow innych badan genetycznych. Natomiast gdy u plodu
stwierdzono achondroplazj¢ lub wytrzewienie, metoda aCGH nie wykazata

nieprawidlowosci chromosomowych.



WhioskKi

Wyniki uzyskane w przeprowadzonych badaniach umozliwity sformutowanie

nastepujacych wnioskow:

1. Metoda porownawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy (aCGH),
jest skutecznym narzedziem badawczym umozliwiajacym stwierdzenie
patogennego, potencjalnie patogennego lub 0 niepewnym znaczeniu
klinicznym niezréwnowazenia genomu w przypadkach wrodzonych wad
rozwojowych i wad letalnych ptodu.

2. Wyniki badan przeprowadzonych za pomocg metody mikromacierzy CGH
potwierdzity istotne znaczenie submikroskopowych zmian liczby kopii
fragmentow DNA (CNVs) w etiopatogenezie wrodzonych wad rozwojowych i
wad letalnych ptodu.

3. Wykorzystanie metody aCGH, oprécz mozliwosci identyfikacji CNVs,
umozliwia  réwniez  wykrywanie  niskoprocentowej  mozaikowosci
chromosomowej.

4. Ocena znaczenia klinicznego stwierdzonych CNVs, w szczegdlnosci VOUS,
czgsto jest bardzo trudna i nie zawsze mozliwe jest okreslenie korelacji
genotypowo-fenotypowej.

5. Wysoka skuteczno$¢ identyfikacji aberracji chromosomowych metoda aCGH,
w przypadkach: wrodzonych wad rozwojowych 1 wad letalnych ptodu, a takze
zaawansowanego wieku matki, podwyzszonego NT, nieprawidtowego wyniku
testu przesiewowego PAPP-A, obecnos$ci chordb genetycznych w rodzinie i
weryfikacji wynikéw innych badan genetycznych, uzasadnia zastosowanie tej
metody jako pierwszego testu w diagnostyce prenatalnej.

6. W szczegdlnych przypadkach wskazane jest uzupeinienie diagnostyki
prenatalnej metoda mikromacierzy CGH o technike WES.

7. NajczesSciej wykrywang aberracja  strukturalng byla mikrodelecja
W regionie 22q11.2.
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