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Diagnostyka inwazyjna - mozliwosci i ograniczenia

Przeglad obecnie dostepnych metod.

Co warto wybraé, kiedy i dlaczego?

dr n med. Anna Madetko-Talowska
Zaktad Genetyki Medycznej UJCM



Diagnostyka prenatalna

Diagnostyka ;
nieinwazyina TEST ZLOZONY oraz NIPT

/Badanie aCGH podejscie \
diagnostyczne pierwszego

rzutu (wady rozwojowe ptodu,
zaburzenia rozwojowe o niejasne;

etiopatogenezie)
Technika NGS (zaburzenia
kneuro rozwojowe)

Diagnostyka
inwazyjna

REKOMENDACJE POLSKIEGO TOWARZYSTWA GINEKOLOGOW |
POLOZNIKOW ORAZ POLSKIEGO TOWARZYSTWA GENETYKI
CZtOWIEKA DOTYCZACE BADAN PRZESIEWOWYCH ORAZ
DIAGNOSTYCZNYCH BADAN GENETYCZNYCH WYKONYWANYCH W
OKRESIE PRENATALNYM 2022
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Materiat do wykonania diagnostyki /2 38%® @%}%}
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Dane Laboratorium Cytogenetyki i Genetyki Molekularnej USDK
(opracowanie dla 1600 pacjentek)
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Materiat do wykonania diagnostyki - najczestsze problemy

@ ZBYT DLUGI CZAS TRANSPOTRU MATERIAtU DO LABORATORIUM
Czas dtuzszy niz 24h uniemozliwia wykonanie badan technikami cytogenetyki (kariotyp klasyczny, rapid FISH)

\

PLYN OWODNIOWY SKRWAWIONY (wizualnie widoczne zanieczyszczenie ptynu erytrocytami)
W przypadku technik molekularnych (kariotyp molekularny, techniki wykrywajace warianty genowe) - ryzyko uzyskania wyniku

wskazujacego na pozorng mozaike; uzyskanie wyniku badania dla matki)

/3 4 I POBRANIE ZBYT MALEJ ILOSCI MATERIAEU (trofoblast, ptyn owodniowy)
R\ W przypadku wykonania amniopunkcji zbyt wczesnie, lub pobraniu zbyt matej ilosci ptynu owodniowego, czy koniecznosci
(o wykonania duzej liczby oznaczen technikami cytogenetycznymi oraz technikami biologii molekularnej = koniecznosé
przeprowadzenia hodowli komérkowej = wydtuzenie czasu oczekiwania na wynik

POBRANIE KRWI PEPOWINOWEJ NA ODPOWIEDNIA PROBOWKE
antykoagulant - heparyna litowa; badania technikami molekularnymi - antykoagulant EDTA

a. - badania cytogenetyczne (kariotyp klasyczny) —
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Trudny lub prosty wybér testu diagnostycznego...

Czy spodziewam sie u ptodu
aberracji chromosomowej

Czy podejrzewam
konkretny zespot?

Czy spodziewam sie u ptodu

aberracji chromosomowej
strukturalnej (np.
mikrodelecji)?

Czy podejrzewam
konkretnq chorobe
(u ptodu/ cztonké
rodziny)?

www.cm-uj.krakow.pl



Dostepne metody diagnostyki genetycznej ptodu

Szybkie wykluczenie aneuploidii chr 13,18 ,21, X

« FISH interfazowy
« QF-PCR

TR

Ocena kariotypu ptodu TET
« kariotyp technika klasycznga (GTGQ) SO0

Wil wu

 kariotyp technika molekularna (aCGH)

Diagnostyka wariantéw genowych

« Sekwencjonowanie Sangera
* Prenatal WES, analizy panelowe NGS foerima
ANALYSIS = (

. MLPA/msMLPA
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Wszystko na raz ... Ocena kariotypu ptodu

Kariotyp klasyczny (GTG)

Kariotyp molekularny (aCGH)
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Ocena kariotypu ptodu technika klasycznej cytogenetyki
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Ocena kariotypu ptodu technika mikromacierzy aCGH

Materiat biologiczny pacjenta

Znakowanie fluorescencyjne
DNA kontrolne DNA badane
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Ocena kariotypu ptodu technika mikromacierzy

— aCGH aCGH+SNP
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Przyktadowe wyniki badania mikromacierzy

Genome View{AMP: 0, GAIM: 0, LOSS: 0, DEL:

0, LOH: 0)
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KARIOTYP KLASYCZNY VS aCGH (KARIOTYP MOLEKULARNY)

Ocena catego zestawu

Ocena catego zestawu E .
chromosoméw - nie

Brak mozliwo$ci oceny

chromosoméw - nie , ¢z : v-nie e e Y
wyrmaga wcze\l;!niejlszej Eogleclz_nkosc grck)wad_zenla wymaga wczesniejszej (p<0l2|8£/0||?cl>ln?g?é|?)1%§?|llc()l
: ok : <20% -
znajomoéci konkretnej 0dOWi KOMOrkowe;. znajomosci konkretnej aCGH+ SNP
aberracji. aberragji.
— Ocena zmian strukturalnych
Ocenat zmian l|_ckzbowych, wytacznie Brak mozliwoéci oceny
nawet w mozaikowej ; ; ¢ niezréwnowazonych, ;
postaci (aneuploidia tj. a%ﬁggﬁggg) g)az(?‘_az[;?éczosc (mikroduplikacje, AL strul;turalr:mych
trisomia, monosomia oraz ' mikrodelecje), z duza zrownowazonycn.
poliploidia np. triploidia). rozdzielczoscia!!
Ocena duzych (=4Mb) zmian
strukturalnych aCGH +SNP — mozliwo$¢
zréwnowazonych i detekcji UPD
niezréwnowazonych, nawet
w mozaikowej postaci
Zapis wyniku ISCN 2024: ] - Zapis wyniku ISCN 2024:
Brak koniecznosci
47, XX,+21 Erowacli(zenie} hodowli arr[GRCh38]
OMOTKOWe]. 9933.2q34.3(12,4205,191_139,389,803)x3
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Przysztos¢ czeka za rogiem... Optyczne mapowanie genomu (OGM)

Karyotyping
FISH
labeled DNA
molecules
B e B L g Chilpdt
15Mb = 2,730
labels (bands)

labels pat chr.

Microarray

labels mat chr.

SV track

deletions, insertions,

inversions,

Sekwencjonowanie
dtugich odczytéow

(ang. long read sequencing)

www.cm-uj.krakow.pl
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Konkretny cel .... MLPA/msMLPA
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Przyktadowe wyniki badania MLPA

PACJENT

Przyktadowy zapis
wyniku ISCN 2024:
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Czas ma znaczenie .. .Szybkie testy na wybrane aneuploidie

FISH (Fluorescencyjna [——
hybrydyzacja in situ)

www.cm-uj.krakow.pl




Celowana detekcja aneuploidii- rapid FISH
Przyktadowy zapis wyniku

&/ ISCN 2024:
P °
B © Fluorescent Labeling &
Lo U of Probe DNA 4

nuc ish(....x2)(....x2)

nuc ishy....x3)(...x2)
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Celowana detekcja aneuploidii- QF-PCR

= wykorzystanie jako markeréw chromosomowych sekwencji STR (ang. short tandem repeats)

= o wyniku decyduje liczba i wysokos¢ pikéw (odczyt fluorescencji pochodzacej ze znakowanych starteréw dla

wielu STR jednoczesénie)
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FISH

VS

QF-PCR

Ocena zmian liczbowych
pojedynczych
chromosoméw, z
mozliwoscig wnioskowania
o poliploidalnosci

Ocena zmian strukturalnych
zrownowazonych i
niezréwnowazonych, z duza
rozdzielczoscig, nawet w
mozaikowej postaci.

Brak koniecznosci
prowadzenia hodowli
komoérkowej (rapid-FISH
interfazowy).

Ocena wybranego
chromosomu/regionu -
wymaga wczesdniejszej
znajomosci konkretnej
aberragji.

Ograniczona mozliwos¢
jednoczesnej analizy wielu
miejsc chromosomowych
na jednym preparacie.

Ocena zmian liczbowych
wybranych chromosoméw
(np. 13,18, 21,X,Y),z
mozliwoscig wnioskowania
o poliploidalnosci

Brak koniecznosci
prowadzenia hodowli
komdrkowej.

Wymaga matej ilos¢
materiatu biologicznego

Ograniczony zakres
detekcji —mozliwos¢ analizy
wytacznie wybranych
chromosoméw.

Brak mozliwosci oceny
zmian strukturalnych.

Ryzyko fatszywie
negatywnego wyniku w
przypadku
mozaikowatosci.
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Kiedy wydaje sie ze sprawdzilismy juz prawie wszystko....

techniki sekwencjonowania

Nucleotide

Nucleotide
base pairs:

[l Guanine
[ Cytosine

Adenine
M Thymine

© 2015 Terese Winslow LLC
U.S. Govt. has certain rights
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Diagnostyka

wariantéw genowych

Sekwencjonowanie technika . . . .
ng Sangera Sekwencjonowanie nowej generacji

ENV v

Celowana ocena sekwencji

nukleotydowych w

wybranym fragmencie DNA

pacjenta

Ocena wystepowania
wariantédw genowych typu
substytucji, delegji/inserdji,
niewielkich inwers;ji.

Wysokoprzepustowa ocena
sekwencji nukleotydowych pod
katem obecnosci wariantdw typu
substytucji nukleotydowych,
delecji/insercji, inwersji:

panele genowe

WES

WGS
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Sekwencjonowanie technika klasyczng Sangera

Osoba zdrowa

A A A AN

AM\/W\[M MM o

Zapis wyniku wg. HGVS:
NM_000277.3:¢c.[1222C>T];[1222=]

NM_001354304.2: p.[(Arg408Trp)];[(Arg408=)]
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ekwencjonowanie nowej generagji -

chr1:320,020,022 220,546,187
(I T TTOT T W T I W W - 1 W NN W N N T
pI6IL piE1}  p3SD pl42  pEZ3  piLd pIL1 pI23  p2LE pil3  pi? gil gl gild q2F q21F 9243 qIS3 gil2 gl

25 kb

220,930 b 220940 ki
1 1

Coverage |En | |

= P
. | ; SRR . | ey it
. 10 i ' i i
Normal : g : .
Putative -
Alignment Variant
i Coverage |
Exome Enrichment ! lc
} | | | >
1 C TGCCGGTGTACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGC, GAGGCCCCGCCCCACATC
—_—
= = ! IC GTACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGG
DS I ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGG
Tl_]mcr i : _v_ ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
—
™ T " ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGLE
—_—— ! C ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGG
Alignment I'c ‘ ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
—_——
o 9 i - ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
. C ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGG
P I c ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
Data Analysis Sequencing Amplification i ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
¥ ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
L ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
RefSeq L "y ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCT
genes = a ACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGLCCT
- T
\ ACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGLCCT
DGV N GAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGLCCCGLCCC

GGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACA
GGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACA

TGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC

W v ZWAN I E ACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC
aee ACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC

ACCGGGGC. GAGGCCCCGCCCCACATC

ACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC

.
analiza danych
GGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC

Congratulatiens, <

& GGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
it only took you ACGCCCCGCCCCACATE
GGC GAGGCCCCGCCCCACATC

65298 seconds

GCTGCCTAC C%GGGCAAG AAG

S
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Sekwencjonowanie nowej generacji (NGS)

Eksom stanowi 1-2% ludzkiego genomu

Sekwencjonowanie catego eksomu (WES) = sekwencjonowanie
wszystkich eksondéw kodujacych i granic ekson-intron w jednym
tescie

(W)ES = sekwencjonowanie (catego) eksomu = generowanie danych
(W)ES # analiza danych

Analiza pod katem wykrywania wariantéw typu CNV stanowi
dodatkowa analize bioinformatyczng i nie jest tozsama z
wykonaniem badania mikromacierzy (aCGH).

Najlepszym sposobem analizy eksomu pozwalajacym na detekcje
réznych wariantéw (SNVs oraz CNVs) jest wykonanie
sekwencjonowania genomu (WGS)

Targeted Sequencing

(Panels)

¥
XD DX DK

Whole Exome Sequencing

(WES)

Whole Genome Sequencing
(wes)
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Sekwencjonowanie Sangera

NGS

Bardzo precyzyjny odczyt
sekwencji DNA, z niskim
poziomem btedéw

Ocena wybranego
fragmentu sekwencji
jednego genu - wymaga
wczesniejszej znajomosci
konkretnego wariantu.

Nie wymaga wczesniejszej
znajomosci konkretnego
wariantu.

Ryzyko btedéw (np. w
sekwencjach powtérzen)

Niskie koszty dla matych

W przypadku koniecznosci
analizy catych gendéw-

Szybkai efektywna w
przypadku analizy wielu

Ztozona analiza danych i
trudnosci

projektow — konkretny kosztowna, czasochtonna i 5
) : h gendw lub catego . 4
pacjent/konkretny wariant matoefektywna eksomu/genomu interpretacyjne
Stosunkowo prosta Mozliwos¢ identyfikacji

interpretacja wynikéw (w wariantéw typu SNV oraz

przypadku znanych CNV (analiza WGS, WES-z

wariantéw) ograniczeniami)
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PODSUMOWANIE... Plany na przysztosc...

Strasznie tego duzo !!!

Nadal nie wiem co jest
najlepsze !!!

A moze jest cos
uniwersalnego, co rozwiaze
moje problemy....
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PODSUMOWANIE... Plany na przysztosc...
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Oxford

NANOPORE

Technologies

Jedna prébka DNA
Jedno urzadzenie

Jedna analiza

friornd Wszystkie potrzebne informacje:

Analiza natywnej, dtugiej
czasteczki DNA pacjenta

>bez .przetwarzania =  Warianty strukturalne zréwnowazone
oraz niezrownowazone
. = Warianty typu CNV z ich lokalizacja i
o orientacja w genomie

LO O ‘?: = Warianty SNV

% | , = Powtérzenia tandemowe
m = Zmiany epigenetyczne

- R . ON MKi: portable, real e biological analyst
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Dziekuje za uwage

GENETIC

This is how it works
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