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OMOWIENIE PROBLEMU WLASCIWEJ INTERPRETACII
WYNIKOW KARIOTYPU MOLEKULARNEGO
PRZY PROBIE IDENTYFIKACJI OBSERWOWANYCH
NIEZROWNOWAZONYCH ABERRACJI CHROMOSOMOWYCH
UPACJENTOW Z NIESPECYFICZNA NIEPELNOSPRAWNOSCIA
INTELEKTUALNA ORAZ ZESPOLEM MNOGICH
WAD WRODZONYCH

STRESZCZENIE

Ocena kariotypu pacjenta stanowi podstawe prawidtowej porady genetycz-
nej majacej zwigzek z podjetym leczeniem i/lub prewencjg. W chwili obecne;j
laboratoria cytogenetyczne maja do dyspozycji ogromna liczbe metod diagno-
stycznych, w tym analizy kariotypu molekularnego oparte na metodach CGH.
Metody CGH pozwalajg na wykrywanie zmian zdecydowanie mniejszych,
w poréwnaniu z klasycznymi technikami cytogenetycznymi takimi jak metoda
GTG. Niestety, brak mozliwosci bezposredniej analizy chromosomow pacjenta
moze prowadzi¢ do przektamania podczas interpretacji wyniku. W ponizszym
opracowaniu przedstawiono dwa przypadki obrazujace najczgstsze problemy
pojawiajace si¢ podczas interpretacji wynikéw kariotypu molekularnego meto-
da CGH.
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DIAGNOSTYKA CYTOGENETYCZNA NIEPEENOSPRAWNOSCI INTELEKTUALNEJ | ZES-
POLOW MNOGICH WAD WRODZONYCH — WPROWADZENIE

Jedng z przyczyn wystgpienia niespecyficznej niepelnosprawnosci intelek-
tualnej oraz zespolu mnogich wad wrodzonych jest ogoélnie pojete zjawisko
aberracji chromosomowych, polegajace na zmianach liczby badz struktury
chromosoméw somatycznych oraz chromosoméw pici. W chwili obecnej ocenia
sig, iz czestos¢ aberracji chromosomowych u pacjentdow ze zdiagnozowang nie-
petnosprawnoscia intelektualng oraz zespotem mnogich wad wrodzonych siega
nawet 6% [2, 3]. Do najcze¢$ciej obserwowanych zmian naleza:

1. trisomia chromosoméw 21. pary (zespot Downa), stanowigca okoto 76%
wszystkich zaburzef chromosomowych u pacjentdw z niespecyficzna
niepelnosprawnos$cig intelektualng oraz zespotem mnogich wad wro-
dzonych;

delecje chromosomowe wraz z zespotami mikrodelecyjnymi — 8%;
zmiany liczby chromosomow pici — 4%;

chromosomy koliste i chromosomy markerowe — 4%;

translokacje zréwnowazone — 3%;

translokacje niezrownowazone — 3%;

duplikacje — 2%;

pozostate aneuploidie autosomalne — 1%;

inne — 1%.

CoNR~WN

Zaburzenia liczby chromosomow (aneuploidie i poliploidie) lub ich struk-
tury (aberracje strukturalne) pojawiajace si¢ podczas procesoOw rozwojowych sg
czeste, o czym mogg $wiadczy¢ dane szacunkowe prezentowane w niektorych
zrodtach [3] dotyczacych przyczyn poronien samoistnych obserwowanych
w pierwszych tygodniach cigzy. Przyczyny wystgpienia zaburzen mozna po-
dzieli¢ ze wzgledu na ich pochodzenie i moment powstania. Do najczestszych
nalezg [2]:

1. zjawisko nondysjunkcji chromosomowej (nieprawidlowej segregacji chro-
mMOoSOmow),
wystepujacej w trakcie podziatow mejotycznych proceséw gamatoge-
nezy. Czesciej zaburzenia te pojawiaja si¢ W procesie oogenezy, a ryzy-
ko zwiazanych z nimi trisomicznych zygot ro$nie wraz z wiekiem ko-
biety;

2. obecno$¢ translokacji zrownowazonych (np. translokacji robertsonow-
skich) u jednego z rodzicow;

3. zaburzenia procesu mitozy w pierwszych etapach zycia zarodkowego,
np. wystgpienie zjawiska nondysjuncji;

4. zmiany typu de novo powstate pod wplywem dziatania czynnikow ze-
wnetrznych (teratogendw) lub w wyniku niestabilno$ci DNA.
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Zespotem genetycznym, ktorego etiologi¢ poznano najlepiej, jest zespot
Downa. W 85% przypadkéw trisomia chromosoméw 21. pary spowodowana
jest nondynsjunkcjami chromosomowymi w procesie oogenezy, w 5% przypad-
kow dochodzi do nondysjunkcji chromosomowej w trakcie procesu spermatoge-
nezy. Pozostale to zaburzenia powstale w trakcie pierwszych podziatéw mito-
tycznych zaptodnionej komorki jajowej, a takze obecnos¢ translokacji zréwno-
wazonych u jednego z rodzicow, jak rowniez zmiany typu de novo i inne [3].

Rzetelnym kryterium weryfikacji i potwierdzenia zmian strukturalnych
chromosomoéw pacjenta jest wykonanie badan cytogenetycznych. Kryterium
doboru wlasciwego badania laboratoryjnego uzaleznione jest w glownej mierze
od postawionego rozpoznania oraz mozliwosci diagnostycznych osrodka ba-
dawczego. Najczesciej podstawowe badania cytogenetyczne obejmujg analize
kariotypu pacjenta z wykorzystaniem metody oceny prazkowej chromosomow
— badanie pragzkami G, zwane rowniez badaniem GTG lub Giemza-Trypsyna-
-Giemza.

W badaniu GTG mozliwa jest analiza zardwno liczby, jak i struktury chro-
mosomow pacjenta. Istniejg rowniez inne techniki umozliwiajgce bezposrednia
analize kariotypu. Naleza do nich takie metody, jak metoda prazkéw R, prazkow
Q, prazkow C, srebrzenia organizatorow jaderka, metody prazkowe typu HRT —
high resolution technique czy tez klasyczne techniki FISH — fluorescent in situ
hybridization, takie jak FISH z wykorzystaniem sond specyficznych do wybra-
nych sekwencji DNA czy tez multicolor FISH, stosowany najczesciej do analizy
poszczegdlnych chromosoméw lub catego kariotypu pacjenta.

Niedoskonato$ci wymienionych wyzej metod w gléwnej mierze dotycza
rozdzielczosci oraz czuto$ci wykrywania bardzo matych zmian strukturalnych.
W przypadku technik FISH gtéwny problem wynika z faktu, iz metoda stoso-
wania specyficznych sond wymaga znajomos$ci przez badacza konkretnego re-
gionu zmiany. Techniki fluorescencyjne oparte na wielokolorowych mieszani-
nach ze wzgledu na bardzo wysokie koszty przeprowadzanych analiz, jak row-
niez potrzebne zaplecze aparaturowe, przeprowadzane sg zdecydowanie rzadziej
podczas wykonywania pierwszej oceny kariotypu.

W przypadku klasycznych technik badawczych opartych na bezposredniej
analizie chromosoméw w mikroskopie swietlnym bardzo duzym problemem jest
wlasciwa interpretacja wynikow w momencie, kiedy dojdzie do wykrycia nie-
wielkiej aberracji chromosomowej. Niejednokrotnie stwierdzenie obecnosci ,,do-
datkowego” materialu genetycznego wigze si¢ z brakiem mozliwosci doktadnej
identyfikacji pochodzenia tego addytu chromosomowego.

Pod koniec lat 90. ubiegtego wieku pojawily si¢ nowe techniki analizy aber-
racji chromosomowych — metody typu CGH (comparative genomic hybridiza-
tion) — poréwnawczej hybrydyzacji genoméw, poniewaz okoto 7-8% [5, 6, 7, 8, 9]
aberracji chromosomowych zwigzanych jest ze zmiang ilo$ci materialu genetycz-
nego.
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Glownym zatozeniem techniki CGH jest jednoczesna hybrydyzacja dwoch
réznie znakowanych, iloSciowo identycznych (w stosunku 1:1) probek DNA
genomowego. Jedna probka pochodzi od pacjenta, druga — od osoby o prawi-
dlowym kariotypie, a hybrydyzacja wykonywana jest na prawidlowej ptytce
metafazowej. Dzigki zastosowaniu hybrydyzacji typu CGH mozliwe stato si¢
badanie catego genomu. Niestety, ze wzglgdu na iloSciowy charakter analizy
technikg t3 mozna analizowac¢ tylko aberracje niezrownowazone. Wraz z wpro-
wadzeniem technik CGH typu hr-CGH - high resolution CGH oraz array-CGH
pojawito si¢ nowe pojecie w cytogenetyce molekularnej, zwane kariotypem
molekularnym. Definicja kariotypu molekularnego jest pojeciem bardzo ogol-
nym i réznie okreSlanym przez autoréw prac badawczych. Dla potrzeb niniej-
szego opracowania przyjeto, iz kariotyp molekularny jest wygenerowanym ob-
razem komputerowym, stanowigcym odzwierciedlenie rzeczywistej, usrednionej
warto$ci stopnia hybrydyzacji kompetytywnej sekwencji znakowanego fluore-
scencyjnie genomowego DNA pacjenta w stosunku do znakowanego fluore-
scencyjnie DNA referencyjnego, przeprowadzonej na matrycy, jaka jest prawi-
dlowa ptytka metafazowa o zapisie 46,XY. Wynik badania kariotypu moleku-
larnego nie jest efektem analizy bezposredniej chromosomoéw pacjenta, ale DNA
genomowego poddanego uprzednio preparatyce technikami biologii molekular-
nej [1].

Klasyczna technologia CGH umozliwia identyfikacje zmian ilo$ciowych
w sekwencjach subtelomerowych chromosoméw. Ze wzgledu na ograniczong
czuto$¢ technika ta nie ma zastosowania w identyfikacji zmian iloSciowych
sekwencji polimorficznych oraz repetytywnych chromosomow, takich jak cen-
tromery, satelity chromosoméw grupy D, regiony heterochromatyny konstytu-
tywnej oraz telomery. Technika hr-CGH, wykazujaca wigksza czuto$¢ oraz specy-
ficzno$¢, umozliwia identyfikacje wigkszo$ci zmian ilosciowych. Jedynie zmiany
sekwencji centromerowych nie sg wykrywane przy uzyciu tej metody.

W niniejszym opracowaniu na przyktadzie dwoch przypadkéw opisano
mozliwoséci diagnostyczne i zasady interpretacji wynikow uzyskiwanych pod-
czas analizy kariotypu molekularnego wykonywanej z wykorzystaniem metody
hr-CGH.

IDENTYFIKACJA MIEJSCA POCHODZENIA CHROMOSOMU MARKEROWEGO

Zjawisko matych chromosoméw markerowych (SMCH, ang. supernume-
rary marker chromosome) obserwowane jest w réznych zespotach genetycznych
[4, 11]. Doktadna diagnostyka SMCH niejednokrotnie jest utrudniona ze wzgle-
du na brak jednoznacznych wynikow analiz cytogenetycznych. Chromosomy
markerowe mogg pochodzi¢ z kazdego chromosomu obecnego w komorce (naj-
czgsciej powstajg z chromosoméw plci oraz akrocentrycznych chromosoméw
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grup D i G). SMCH w gtoéwnej mierze zbudowane sa z heterochromatyny okoto-
centromerowej danego chromosomu oraz zawierajg centromer, dzigki ktoremu
mogg segregowaé w trakcie podzialow komoérkowych. Identyfikacji SMCH do-
konuje si¢ najczeéciej poprzez zastosowanie techniki FISH z wykorzystaniem
sond centromerowych. Jednakze jest to technika, ktéra nie zawsze pozwala
na petng identyfikacje miejsca pochodzenia chromosomu (w badaniu identyfi-
kowane sa jedynie specyficzne centromery, budujace chromosom markerowy,
niemozliwa jest wigc identyfikacja sekwencji euchromatynowych, stanowigcych
rowniez element chromosomu markerowego). Dzigki zastosowaniu techniki
hr-CGH mozliwa jest identyfikacja pochodzenia materiatu chromosomowego,
jednakze niemozliwa staje si¢ identyfikacja samego centromeru. Zwazywszy
na wage oraz potrzebg poznania aktywnych transkrypcyjnie regionéow buduja-
cych SMCH oraz ich wplyw na obraz kliniczny pacjenta, zastosowanie metod
analizy kariotypu molekularnego jest wiasciwg decyzjg. Na rycinie ponizej
przedstawiono wynik badania cytogenetycznego (w formie zapisu ISCN — Inter-
national System for Human Cytogenetic Nomenclature) oraz idiogram obrazu
kariotypu molekularnego u pacjenta ze stwierdzonym chromosomem markero-

wym.

Whynik badania cytogenetycznego: GTG 550 46,XY [65%]/47,XY+mar(?)[35%].

Przeprowadzona analiza kariotypu molekularnego z wykorzystaniem metody
hr-CGH pozwolita ustali¢, ze dodatkowy materiat genetyczny pochodzit z rejo-
nu chromosomu 18. pary: ish hr-CGH dup18q22 (doktadny opis wyniku pod ry-

cing).

Uzupekiony zapis cytogenetyczny, uzyskany w oparciu o badania podstawowe,
jak i mo-lekularne, prezentuje si¢ w nastepujacy sposob:

ish hr-CGH 46,XY[65%]/47,XY + mar (18922)[35%)]
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Rycina 1. Wynik analizy hr-CGH. Kolorem zielonym zaznaczone sg miejsca obecnosci
dodatkowego materialu genetycznego. Obecnos¢ sygnatéw zielonego i czerwonego
przy idiogramach chromosoméw plci jest kontrolag w przeprowadzonej analizie. W za-
ozeniu, w przypadku materiatu pochodzacego od pacjentéw pici meskiej, hybrydyzacja
jest tak prowadzona, aby uzyska¢ wynik pozytywnie fatszywej duplikacji chromosomu
Y oraz delecji chromosomu X.
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Jak wspomniano wczesniej, metoda hr-CGH nie pozwala na identyfikacje
regionow centromerowych, dlatego tez nie uzyskano dodatkowych sygnatow
swiadczgcych o duplikacji w ktorymkolwiek z regionow centromerowych anali-
zowanych chromosoméw. Uzyskany wynik kariotypu molekularnego, stanowia-
cy uzupehienie klasycznego badania cytogenetycznego, w zupetnos$ci wystarczy
do prowadzenia dalszych analiz genetycznych. Do takich analiz nalezy np. oce-
na stopnia ekspresji wybranych gendéw zlokalizowanych w regionie aberracji.

IDENTYFIKACJA DODATKOWEGO MATERIALU GENETYCZNEGO O NIEZNANYM PO-
CHODZENIU

Kolejnym przyktadem tego, ze technika hr-CGH stanowi istotne uzupet-
nienie wynikow klasycznego badania cytogenetycznego, jest identyfikacja do-
datkowego materiatu genetycznego o nieznanym pochodzeniu.
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W przypadku wyniku cytogenetycznego o zapisie: GTG 500 46, XY, der
(18q) stwierdza si¢ u pacjenta obecno$¢ dodatkowego materiatu genetycznego
na jednym z chromosomow 18. pary. Podobnie jak we wczesniej opisywanej
sytuacji, mozliwe jest wykorzystanie roznych technik molekularnych, jednakze
metoda hr-CGH jest uwazana za jedng z najbardziej uniwersalnych.

Wynik analizy kariotypu molekularnego nie tylko pozwolit na wskazanie
miejsca pochodzenia dodatkowej zmiany (zaznaczonej kolorem zielonym),
ale rowniez umozliwit wykazanie, iz chromosom 18. pary, bioracy udzial w trans-
lokacji, ulegt cze$ciowej delecji w dystalnej czesci dtugiego ramienia.

Ostateczny zapis aberracji podano w opisie Ryciny 2.

Rycina 2. Zapis wyniku: ish hr-CGH dup 3927-28, del 18q22->ter, uzupetniony: ish hr-
-CGH 46,XY (der18)(dup3qg27-28, del18q22->ter)
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KOMENTARZ

Interpretacja wynikow kariotypu molekularnego nie opiera si¢ wylgcznie
na prostej analizie uzyskanych danych. W przypadku identyfikacji addytow
genetycznych obecnych w formie chromosoméw markerowych albo dodatko-
wych zmian w strukturach chromosomu wymagana jest szczegdlna uwaga.

Poniewaz analizy molekularne z zastosowaniem wszystkich metod CGH
(jak réwniez innych metod opartych np. na analizie mikromacierzy DNA) sa
analizami ilo$ciowymi, a nie jako$ciowymi, umozliwiaja wigc one jedynie de-
tekcje obecnych ubytkow lub dodatkowych kopii danych sekwencji DNA. Przy-
jete zapisy wynikow analizy opierajg si¢ na stwierdzeniu obecnosci delecji (del)
lub duplikacji (dup) sekwencji, co moze przyczyni¢ si¢ do niewltasciwych inter-
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pretacji wynikow, a przynajmniej do niewlasciwego opisu obserwowanego zja-
wiska. Problem interpretacji wynikow analizy kariotypu molekularnego staje si¢
bardzo istotny zwlaszcza w przypadku braku informacji o wynikach wczesniej-
szych badan cytogenetycznych, polegajacych na bezposredniej ocenie kariotypu
pacjenta. Brak zrozumienia patogenezy obserwowanych zmian moze doprowa-
dzi¢ do udzielenia nieprawidtowej porady genetycznej, a W rezultacie moze
zaburzy¢ przebieg dalszych badan diagnostycznych, jak rowniez moze przyczy-
ni¢ si¢ do nieprawidtowej interpretacji charakteru samej zmiany. W opisywa-
nych powyzej przypadkach analiza iloSciowa z wykorzystaniem metody hr-
-CGH pozwolita na identyfikacje pochodzenia dodatkowego materialu gene-
tycznego, co w rezultacie pozwolito na postawienie ostatecznej diagnozy i wilas-
ciwej opinii cytogenetycznej. Gdyby kariotyp obydwu pacjentéw analizowano
z wykorzystaniem samej metody hr-CGH, uzyskane wyniki bylyby nieprawi-
dtowe. W przypadku pacjenta ze stwierdzonym chromosomem markerowym
zmian¢ mozna zinterpretowac jako duplikacje fragmentu regionu 18q22. Dodat-
kowo u pacjenta niemozliwa byla ocena czgstosci zmiany we frakcji komorek
pobranych do badania. W drugim przypadku, opierajac si¢ wylacznie na wyni-
kach analizy molekularnej, otrzymano by informacje o obecnosci dwoch zmian
ilosciowych, interpretowanych jako duplikacja i delecja (odpowiednio na chro-
mosomie 3. i 18. pary), natomiast informacja o translokacji jako przyczynie
obserwowanych zmian bylaby zupehie nieosiagalna.

Reasumujgc, w przypadku analiz kariotypu molekularnego wskazana jest
szczegolna ostrozno$¢ w interpretacji obserwowanych zmian i nie dotyczy ona
trafno$ci samej analizy (badania kariotypu molekularnego wymagajg weryfika-
cji innymi metodami molekularnymi czy cytomolekularnymi) co do sposobu
okreslenia charakteru zmiany. Problemem metod cytomolekularnych opartych
na zjawisku hybrydyzacji do specyficznego podloza (chromosomu, macierzy
DNA) jest absolutny brak mozliwo$ci bezposredniej analizy samych chromoso-
mow pacjenta, co uniemozliwia pelng i trafng ocene struktury oraz liczby ob-
serwowanych chromosoméw, W tym chromosoméw markerowych.

ABSTRACT

Evaluation of the patient’s karyotype is the basis for proper genetic counseling, and thus also
for a treatment or prevention to be taken. At present, cytogenetic laboratories have at their
disposal a large number of diagnostic methods, including molecular karyotype analysis based
on CGH procedures. The CGH methods allow to detect much smaller changes than con-
ventional cytogenetic techniques such as a GTG method. Unfortunately, lack of direct analy-
sis of patient’s chromosomes may lead to a distortion in interpreting the result. The following
paper presents two cases illustrating the most common problems in interpreting the results
of molecular karyotyping using the CGH procedure.
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