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WYKAZ SKROTOW

ADHD - ang. Attention Deficit Hyperactivity Disorder - zesp6t nadpobudliwoéci psychoruchowej
z deficytem uwagi

APS — ang. antiphospholipid syndrome - zesp6t antyfosfolipidowy

array CGH - ang. comparative genomie hybridization - genomowa hybrydyzacja poréwnawcza
do mikromacierzy

BAC - ang. bacterial artificial chromosome — sztuczny chromosom bakteryjny

BMI — ang. body mass index — wskaznik masy ciata

CCD - ang. Charge Coupled Device — uktad elementow $wiattoczutych stuzacych detekcji
Swiatta

CGH - genomowa hybrydyzacja porownawcza

CI, ClIl, ClII, CIV, CV - cigza pierwsza, druga, trzecia, czwarta, pigta

Cot-1 DNA — DNA bogaty w sekwencje repetytywne

DAPCO - 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan

DAPI - 4',6-diamidyno-2-fenyloindol

ESHRE - ang. European Society of Human Reproduction — Europejskie Towarzystwo
Reprodukcji Cztowieka

FISH — ang. fluorescence in situ hybridization - fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

LH — hormon luteinizujacy

MLPA — ang. multiplex ligation-dependent probe amplification — kompleksowa amplifikacja sond
zalezna od ligacji

NOR - ang. nucleolus organizer region - organizator jaderkotworczy

PCOS - ang. polycystic ovary syndrome — zesp6t policystycznych jajnikow

PCR - ang. polymerase chain reaction - reakacja fancuchowa polimerazy

PTSD — ang. posttraumatic stress disorder — zaburzenie stresowe pourazowe

QF-PCR - ang. quantitative fluorescent PCR - ilo§ciowa fluorescencyjna PCR

RM — ang. recurrent miscarriages- poronienia nawracajgce

t.c. —tydzien cigzy

WHO - ang. World Health Organization - Swiatowa Organizacja Zdrowia

BHCG — podjednostka beta gonadotropiny kosmowkowe;j
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1. WSTEP

Prokreacja cztowieka jest procesem zaréwno skomplikowanym, jak 1 w
poréwnaniu  do  innych  gatunkéw, malo  efektywnym. Maksymalne
prawdopodobienstwo zaptodnienia przy kazdym cyklu owulacyjnym wynosi nie wigcej
niz 40%, a co najmniej jedna trzecia zaplodnionych oocytéw nie bedzie si¢ dalej
rozwija¢ i nie przyniesie parze upragnionego potomstwa (Wang i wsp., 2003; Kavalier,
2005). Wydaje si¢ wiec, ze niepowodzenia cigzy to zjawisko dos¢ czeste, dotykajace
wszystkich grup etnicznych, bedace skutkiem samej natury prokreacji, ktora jest
wynikiem wielu potagczonych i wzajemnie oddziatujacych ze soba procesow. Niemniej
dla lekarza niepowodzenia cigzy to takze powazny problem diagnostyczny i leczniczy a
dla kobiety, ktora dos§wiadczyta niepowodzenia oraz dla jej partnera niejednokrotnie

zrédto ogromnego stresu i problemow psychologicznych.

1.1 Niepowodzenia cigzy — definicja i klasyfikacja

Trudno ustali¢ doktadng skale problemu niepowodzen cigzy, ze wzgledu na to,
ze oficjalne statystyki dotyczace niepowodzen ciazy opieraja si¢ gtownie na danych
pochodzacych z jednostek stluzby zdrowia a nie biorg pod uwage niezarejestrowanych
niepowodzen cigzy, do ktoérych dochodzi poza szpitalem. Najczesciej uwaza sig, Ze co
najmniej 10-15%, a nawet 15-20% cigz konczy si¢ niepowodzeniem (Goddijn, Leschot,
2000; Farquharson i wsp., 2005). Jesli wziag¢ pod uwage utrate bardzo wczesnych ciagz,
ktore nie sg rozpoznawane klinicznie, odsetek ten moze wynosi¢ ponad 30% (Exalto i
wsp., 2007). W wigkszosci przypadkow do niepowodzenia cigzy dochodzi przed 12
tygodniem jej trwania, najczesciej jeszcze przed stwierdzeniem czynno$ci serca ptodu
(Farquharson i wsp., 2005). Do utraty cigzy w drugim trymestrze, miedzy 12 a 24
tygodniem dochodzi znacznie rzadziej, nie wigcej niz 4% cigz konczy sig
niepowodzeniem w tym okresie (Exalto i wsp., 2007).

Okoto 1-2% kobiet do$wiadcza poronien nawracajacych, czyli przynajmniej
trzech kolejno po sobie wystepujacych poronien, kiedy do zakonczenia ciazy doszto
przed 20 tygodniem (Farquharson i wsp., 2005, Exalto i wsp., 2007). W przypadku
wielokrotnych niepowodzen cigzy mozemy mowi¢ zaro6wno o nawracajgcych
poronieniach jak i nawracajacej utracie cigzy. W tym drugim przypadku za nawracajgca
utrate cigzy uznajemy takze niepowodzenia cigzy do 28. tygodnia (Skrzypczak, 2011).
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Zwyczajowo, niepowodzenia cigzy dzieli si¢ na poronienia samoistne i martwe
porody. Wedlug WHO poronieniem nazywamy utrate ptodu o masie 500 g lub nizszej
(Goddijn, Leschot, 2000). Pt6d uzyskuje taka mase ciata okoto 20-22. tygodnia trwania
cigzy, stad kryterium czasowe zaklada, ze poronieniem nazywamy utrate ptodu ponizej
20. tygodnia (Skrzypczak, 2010). Utrata cigzy powyzej tego tygodnia okreslana jest
jako porod martwy. Taki podzial, uwzgledniajacy mozliwos¢ przezycia ptodu poza
tonem matki, nie odzwierciedla jednak natury samego niepowodzenia. Z punktu
widzenia osiggnie¢ z dziedziny embriologii i biologii rozwoju, potrzebna jest nowa
klasyfikacja uwzgledniajaca stopien rozwoju oraz etiologi¢ niepowodzenia.

Zaproponowana przez ESHRE klasyfikacja dzieli niepowodzenia cigzy na trzy
grupy: biochemiczng utrate cigzy, wczesng utrat¢ cigzy, Oraz poznag utrate cigzy
(Farquharson i wsp., 2005; Exalto i wsp., 2007). W pierwszym przypadku do utraty
cigzy dochodzi ponizej 6. tygodnia jej trwania (Farquharson i wsp., 2005; Exalto i wsp.,
2007). To bardzo wczesne niepowodzenie, ktore najczgsciej nie jest rozpoznawane
Klinicznie, cigza jest niewidoczna w obrazie ultrasonograficznym a jedynym dowodem
na zaptodnienie jest obecno$¢ B-HCG. W tym okresie niepowodzenia wigza si¢ gtownie
z nieudanym procesem implantacji blastocysty (30%) lub obumarciem krotko po
implantacji (30%) (Exalto i wsp., 2007). Migdzy 6 a 12 tygodniem cigzy dochodzi do
wczesnej utraty cigzy, przy czym w tym okresie cigza jest juz widoczna w obrazie
ultrasonograficznym, a poziom B-HCG poczatkowo rosnie, a potem spada (Farquharson
I wsp., 2005). Czesto brak tez czynnosci serca plodu. Pdzna utrata cigzy to
niepowodzenie, do ktorego dochodzi powyzej 12. tygodnia jej trwania, przy
poczatkowym wzroscie B-HCG, aktywnosci serca i widocznych strukturach ptodu w
obrazie ultrasonograficznym (Farquharson i wsp., 2005).

Zaproponowana klasyfikacja moze przyczyni¢ si¢ do zmiany podejscia do
diagnostyki i leczenia niepowodzen rozrodu w odniesieniu do czasu niepowodzenia i

najczestszej potencjalnej przyczyny tego okresu.

1.2 Historia badan genetycznych w niepowodzeniach cigzy

Poczatki badan genetycznych w niepowodzeniach cigzy sig¢gaja drugiej potowy
dwudziestego wieku, tuz po fundamentalnych odkryciach z dziedziny genetyki, takich
jak odkrycie struktury kwasu deoksyrybonukleinowego przez Jamesa Watsona |

Francisa Cricka w roku 1953 oraz ustaleniu prawidtowej liczby chromosomow w jadrze
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komoérkowym cztowieka w 1956 przez Joe Hin Tijo i Johana Alberta Levana (Lawce,
Brown, 1997).

Rozw¢j badan genetycznych w niepowodzeniach cigzy ma $cisty zwigzek z
rozwojem dwoch dyscyplin naukowych - embriologii i genetyki. Odkrycia w dziedzinie
embriologii umozliwity wyodrebnienie struktur, ktore mimo iz nie sg integralng cze¢scia
rozwijajacego si¢ zarodka/ptodu, maja taki sam materiat genetyczny. Z drugiej strony
rozwo6j genetyki, szczegdlnie w drugiej potowie dwudziestego wieku, doprowadzit nie
tylko do najistotniejszych odkry¢, takich jak odkrycie struktury DNA, ale takze
zapoczatkowal rozwoj technik diagnostycznych, umozliwiajacych ocene¢ materiatu
genetycznego.

Szczegblne znaczenie dla badan dotyczacych genetycznych przyczyn
niepowodzen cigzy, mial rozwodj cytogenetyki. Najwczesniejsze obserwacje
chromosoméw w materiale ro§linnym i zwierzgcym pochodza odpowiednio z badan
Edwarda Strasburgera (1875) i Walthera Fleminga (1879-1889) (Lawce, Brown, 1997).
Prawdziwym wyzwaniem naukowym byto jednak nie odkrycie samych chromosomow,
ale okreslenie ich prawidtowej liczby. W 1923 roku Theophilus Painter stwierdzit, ze
prawidtowa liczba chromosomow u cztowieka wynosi 48 (wg Lawce, Brown, 1997).
Liczba ta byla uznawana za prawdziwg przez trzy kolejne dekady, do 1956 roku, kiedy
to dwoch naukowcoéw — Indonezyjczyk Joe Hin Tjio i Szwed Johan Albert Levan
odkryli, ze prawidlowa liczba chromosoméw w jadrze komorkowym cztowieka wynosi
46 (wg Lawce, Brown, 1997).

Nalezy zaznaczy¢, ze odkrycie to nie bytoby mozliwe bez udoskonalenia technik
badawczych chromosomow. Takie odkrycia, jak: zastosowanie kolchicyny do
zatrzymania podzialdow komorkowych w stadium metafazy (1937), wynalezienie
mikroskopu kontrastowo-fazowego (1941) oraz zastosowanie roztworu hipotonicznego
w celu rozproszenia chromosoméw metafazowych (1952), umozliwily doktadng analizg
chromosomoéw w jadrze komérkowym, a tym samym ustalenie ich prawidtowej liczby
(Lawce, Brown, 1997).

Okreslenie prawidlowej liczby chromosomoéw u cztowieka stato si¢ odkryciem
przelomowym 1 zapoczatkowalo rozwoj genetyki medycznej. Przede wszystkim
umozliwilo identyfikacje zmian najpierw w zakresie liczby chromosoméw a w
pOzniejszym czasie, wraz z rozwojem technik barwienia chromosoméw 1 uzyskiwania

wzoréw prazkowych, takze zmian strukturalnych chromosomow.
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Prawdopodobnie pierwszy mikroskopowy obraz tozyska pochodzi z obserwacji
Ernsta Heinricha Webera z 1832 roku (wg Pijnenborg, Vercruysse, 2008). Weber
zaobserwowal nablonkowa wysciotke, w pdzniejszym czasie prawidtlowo rozpoznang,
jako warstwe komorek doczesnej podstawnej, oddzielajacg kosmki ptodowe od krwi
matczynej. W 1889 roku holenderski embriolog Ambrosius Hubrecht wprowadzit
nazwe ,,trofoblast” dla okreslenia cze¢sci epiblastu blastocysty, pochodzenia ptodowego,
ktora bierze udzial we wczesnym odzywianiu zarodka, podkreslajac jednoczesnie
znaczenie trofoblastu w pierwszych tygodniach cigzy (Pijnenborg, Vercruysse, 2008).

W latach pigcédziesigtych dwudziestego wieku przyczyn niepowodzen cigzy
szukano przede wszystkim w nieprawidtowej budowie lozyska oraz nieprawidlowej
morfologii zarodka/ptodu. Rowniez traumatyczne doswiadczenia wplywajace na stan
emocjonalny kobiet w cigzy uwazano za cz¢sta przyczyne¢ poronien. Sugerowano takze
pozytywny wplyw witaminy E w profilaktyce niepowodzen cigzy (szczeg6lnie
nawracajacych) (Hertig, Sheldon, 1943; Shute, 1960). Powaznym problemem w tamtym
czasie byla tez wysoka $miertelno§¢ wsrdd kobiet do§wiadczajacych niepowodzen cigzy
— nawet 10-15% kobiet, ktore poronity, umierato (Randall, Birtch, 1952).

Dos$wiadczenia w identyfikowaniu zespolow aberracji chromosomowych, ktore
odpowiadaja za powazne konsekwencje kliniczne i niejednokrotnie sg przyczyna
zgonow okotoporodowych ptodéow i noworodkéw, spowodowaly, ze zaczeto wigzaé
zmiany w liczbie 1 strukturze chromosoméw z niepowodzeniami cigzy, w tym z
poronieniami samoistnymi i martwymi porodami.

Pierwsze prace wigzace niepowodzenia ciazy z wystgpowaniem aberracji
chromosomowych pojawily si¢ juz na poczatku lat szes¢dziesigtych dwudziestego
wieku, a wiec tuz po pierwszych istotnych odkryciach w dziedzinie cytogenetyki
Klinicznej, ale jeszcze przed narodzinami diagnostyki prenatalnej. Sg to, migdzy innymi,
takie prace, jak: ,,A familial chromosome abnormalities associated with repeated
abortion” (1962), ,,A genetical and cytological study of repeated spontaneous abortion”
(1963), czy ,,Translocation in the 13-15 group as a cause of partial trisomy and
spontaneous abortion in the same family” (1963) (Schmid, 1962; Rowley, Marshall,
Ellis, 1963; Jacobsen, Dupont i Mikkelsen, 1963).

W nastepnych latach wraz z postepem w zakresie technik cytogenetycznych oraz

prowadzeniem wieloletnich badan nad genetycznymi przyczynami niepowodzen ciazy,
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a w szczegdlnosci poronieniami samoistnymi okazato si¢, ze aberracje chromosomowe
stanowig istotng przyczyn¢ wystepowania niepowodzen (Carr, 1971).

Lata siedemdziesigte to okres dynamicznego rozwoju technik prazkowania
chromosomow. W 1970 Caspersson opisuje technike prazkowania Q, w 1971 Sumner i
wsp. opisuja technike prazkowania G, a Dutrillaux 1 Lejeune opisuja metode prazkowa
R (wg Lawce, Brown, 1997). W 1975 Goodpasture i Bloom wprowadzaja metode
srebrzenia organizatoréw jaderka NOR (wg Lawce, Brown, 1997). Techniki prazkowe
zdecydowanie usprawnity diagnostyke cytogenetyczng, pozwalajac na wnikliwg analize
chromosomow, szczegdlnie zmian strukturalnych. W niepowodzeniach cigzy
nieprawidlowosci strukturalne — zrownowazone translokacje i inwersje u rodzicow,
czesto stanowig przyczyne niepowodzen. Nosicielstwo zrownowazonej aberracji
strukturalnej identyfikuje si¢ u okoto 4-5% par z niepowodzeniami cigzy (Simpson,
2007) .

W 1969 Joseph G. Gall i Mary Lou Pardue po raz pierwszy opisali technike
hybrydyzacji (renaturacji) in situ, wykorzystujac jako sonde zaréwno fragmenty RNA,
jak i DNA znakowane radioaktywnie (Gall, Pardue, 1969; Pardue, Gall, 1969).
Wykorzystanie fragmentow DNA komplementarnych do okre§lonej sekwencji
chromosomu, ktore majg zdolno$¢ tworzenia stabilnych dupleksow w preparacie
cytologicznym, uzyskanym w rutynowej hodowli, otworzyto nowy dziat cytogenetyki,
tak zwang cytogenetyke molekularng, dajac tym samym poczatek rozwojowi metod z
pogranicza biologii molekularnej 1 cytogenetyki. Jednak dopiero lata osiemdziesigte
przyniosty dynamiczny rozwoj tej nowej dziedziny cytogenetyki. W 1981 roku Pennina
R. Langer i wspotpracownicy opisata po raz pierwszy sondy znakowane biotyna, a W
1982 roku ukazata si¢ praca dotyczaca wykorzystania sond znakowanych bezposrednio
znacznikiem fluorescencyjnym w hybrydyzacji do chromosomoéw metafazowych
(Langer, Waldrop, Ward, 1981; Van Prooijen-Knegt i wsp., 1982). Wykorzystanie sond
znakowanych fluorescencyjnie pozwolito na opracowanie techniki fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ, w skrocie FISH. Technika FISH stata si¢ pomostem taczacym
sekwencje na poziomie molekularnym z jednoczesng mozliwoscig ich identyfikacji w
preparacie chromosomowym. Technika ta okazata si¢ rOwnie wazna ze wzgledu na to,
ze umozliwiala badanie materialu genetycznego takze w jadrach interfazowych bez
koniecznosci uzyskiwania chromosomoéw metafazowych (FISH interfazowa). Nowa

technika pozwolita na uzyskanie wielu istotnych informacji dotyczacych
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chromosomow, ktorych nie daloby si¢ uzyska¢ technika cytogenetyki klasycznej. Rozne
rodzaje sond: malujace, czyli pokrywajace caty chromosom, okotocentromerowe (alfa-
satelitarne) oraz sondy specyficzne dla okre§lonych sekwencji DNA, pozwolity na
identyfikacje zmian r6znego typu, od prostych zmian liczbowych typu trisomia, czy
triploidia, po rearanzacje chromosomowe, jak na przyklad translokacje ztozone,
chromosomy markerowe, mikrodelecje lub mikroduplikacje. Metoda ta znalazla
zastosowanie nie tylko w diagnostyce, lecz takze w badaniach naukowych, szczegolnie
w poszukiwaniach gendéw 1 przy tworzeniu map fizycznych chromosomoéow. W
badaniach niepowodzen cigzy technika FISH znalazla zastosowanie w latach
dziewieédziesiatych. Okazata si¢ metoda szybka, czesto niewymagajaca hodowli
komoérkowych a wykorzystujaca jedynie jadra interfazowe.

W 1992 roku Anna i Ollie Kallioniemi wraz ze wspotpracownikami po raz
pierwszy opisali technik¢ porownawczej hybrydyzacji genomowej (CGH), ktora takze
wykorzystuje zjawisko hybrydyzacji pomig¢dzy czasteczkami DNA (Kallioniemi i wsp.,
1992). Metoda polega na jednoczesnej hybrydyzacji wyznakowanego fluorescencyjne
DNA prawidtowego (referencyjnego) i DNA pacjenta do prawidtowych chromosomow
metafazowych na szkietku podstawowym. Pierwsze prace dotyczace badan kosmowki
technikg genomowej hybrydyzacji poréwnawczej pojawity si¢ juz w pierwszej potowie
lat dziewigédziesigtych, a wiec tuz po jej pierwszym zastosowaniu (Bryndorf i wsp.,
1995).

Intensywny rozwoj technik molekularnych spowodowat, ze w nastepnym
dziesiecioleciu metoda CGH zostata udoskonalona, co przede wszystkim zwigkszylo jej
rozdzielczo$¢ poprzez zastosowanie do hybrydyzacji klonow typu BAC, czyli tak
zwanych sztucznych chromosoméw bakteryjnych. Pierwsza praca dotyczaca metody
array CGH w niepowodzeniach ciagzy ukazata si¢ w 2004 roku i wykazata, ze klasyczna
metoda analizy chromosoméw nie pozwala na identyfikacje wszystkich zmian w
materiale genetycznym (Schaeffer, 2004). Inne prace badawcze wykorzystujace te
technik¢ rowniez udowodnity, Ze ta metodg mozna zidentyfikowa¢ wiecej zmian, niz si¢
spodziewano (Benkhalifa i wsp., 2005).

Z uwagi na wysoki udziat aberracji liczbowych w etiologii niepowodzen ciazy,
juz w latach dziewigédziesiagtych zaczg¢to wykorzystywa¢ metody molekularne, oparte
glownie na technice ilo$ciowej PCR do identyfikacji najczestszych zmian liczbowych

chromosomow. W badaniach niepowodzen cigzy wykorzystuje si¢ takie metody
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molekularne, jak na przyktad: QF-PCR, Real Time PCR oraz MLPA. Ze wzgledu na
mozliwo$¢ automatyzacji badan, a co za tym idzie jednoczesnej analizy wielu prob,
znalazty one zastosowanie do szybkiej identyfikacji najczestszych —aberracji
chromosomowych.

W ostatniej dekadzie duzo uwagi poswigcono mutacjom genowym oraz
polimorfizmom genetycznym, ktore moga mie¢ zwigzek z wystepowaniem
niepowodzen cigzy. Geny czastek sygnatowych (cytokin), czynnikéw krzepnigcia,
hormonow oraz geny kodujace biatka zwigzane =z procesami odpowiedzi
immunologicznej lub detoksyfikacji brano pod uwage jako mogace mieé¢ zwigzek z
utratg cigzy. Analizowano geny kodujace interleuliny: I1L-1, IL-4, IL-6, IL-10 a takze
geny kodujace IFN-gamma, TNF, KIR, protrombing, czynnik V Leiden, czynnik XII i
XIII, biatko C, MTHFR i inne (Suzumori, Sugiera-Ogasawara, 2010, Daher i wsp.,
2012).

1.3 Etiologia niepowodzen ciazy

Réznorodnosé czynnikow genetycznych, epigenetycznych i $rodowiskowych,
ktére mogg wplywaé na proces reprodukcji — od powstawania gamet az do narodzin —
sprawia trudnosci w diagnozowaniu przyczyn niepowodzen cigzy. Pary, ktore
doswiadczaja niepowodzen, szczegdlnie tych nawracajacych, musza by¢ przygotowane
na wieloetapowy proces diagnostyczny, ktory nie zawsze pozwoli na uzyskanie
jednoznacznej odpowiedzi, co jest przyczyng problemow.

Do najczgsciej wymienianych czynnikow mogacych przyczyniaé si¢ do
niepowodzen cigzy naleza: wady anatomiczne macicy, zaburzenia endokrynologiczne,
choroby autoimmunologiczne, choroby metaboliczne, zakazenia, choroby genetyczne i
zaburzenia wieloczynnikowe.

Wady anatomiczne macicy moga zwigkszac ryzyko utraty cigzy w pierwszym i
drugim trymestrze, komplikowa¢ przebieg ciazy oraz przyczyniaé si¢ do
przedwczesnego porodu. Najczesciej spotykanymi wadami sg: macica dwurozna,
macica podwojna oraz macica z przegroda (Toth i wsp., 2010). Wystepowanie macicy z
przegroda zwigksza ryzyko niepowodzen pierwszego trymestru cigzy, podczas, gdy
macica siodetkowata zwigksza ryzyko niepowodzen w drugim trymestrze oraz zwigksza
ryzyko porodu przedwczesnego (Woelfer i wsp., 2001). Uwaza si¢ takze, ze macica
dwurozna nie wiaze si¢ z niepowodzeniami pierwszego trymestru cigzy (Quenby,

2002). Wsrod par z poronieniami nawracajacymi wady anatomiczne macicy u kobiety
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identyfikowane sg W 10-15% przypadkow (Berghella, 2007). Mimo, iz nie ma istotnych
statystycznie roznic pomigdzy czgstoScia wystepowania wad macicy pomiedzy
kobietami z poronieniami nawracajacymi a grupg kontrolna, to u kobiet z poronieniami
nawracajgcymi zaobserwowano znacznie mniejszg jame¢ macicy oraz jej wieksze
znieksztatcenie (Toth i wsp., 2010)

Wczesne badania epidemiologiczne sugerowaly zwigzek niepowodzen cigzy z
niedoczynno$cig tarczycy i cukrzycg wieku dorostego. Obecnie uwaza sie, ze nie
zwiekszajg one ryzyka niepowodzen cigzy, pod warunkiem, ze pacjentki pozostaja pod
opieka lekarska, poziom glukozy u pacjentek z cukrzyca jest stale kontrolowany a
niedoczynnos¢ tarczycy leczona (Jauniaux i wsp., 2006).

Natomiast otytos¢ kobiety zwicksza ryzyko niepowodzen pierwszego trymestru
(Lashen, Fear i Sturdee, 2004). Otylos¢ ma duzy wplywa na prawidtowe
funkcjonowanie organizmu kobiety, mogac si¢ przyczynia¢ zardowno do probleméw z
zaj$ciem w cigze jak i do jej utrzymania (Exalto i wsp., 2007).

Do zaburzen hormonalnych, ktére moga si¢ wigzaé si¢ z niepowodzeniami
cigzy, ale ich wplyw jest niejednoznaczny naleza: zesp6l policystycznych jajnikow,
nadmierne wydzielanie LH, hiperprolaktynemia, wysoki poziom androgenow oraz
niewydolnos$¢ lutealna ciatka zottego (Christiansen, 1996; Li i wsp., 2002; Jauniaux i
wsp., 2006).

Kluczowym procesem dla pomyslnego rozwoju ciazy jest proces implantacji.
Matczyna odpowiedz immunologiczna podczas implantacji blastocysty moze odgrywac
role we wczesnych niepowodzeniach cigzy. Agresywna odpowiedZz immunologiczna
przeciwko antygenom trofoblastu, zwigzana z nieprawidtowa iloscig uwalnianych
komorek odpowiedzi immunologicznej oraz cytokin, uwazana jest za prawdopodobna
przyczyne wczesnych niepowodzen cigzy (Exalto i wsp., 2006; Toth i wsp., 2010).
Stosowanie terapii immunologicznych, polegajacych na wstrzyknieciu leukocytow
partnera lub infuzji immunoglobulin w celu przetamania bariery immunologicznej jest
kontrowersyjne i jak dotad nie odnotowano znaczacych efektow takiego dziatania
(Exalto i wsp., 2007; Toth i wsp., 2010).

Zespot antyfosfolipidowy (APS) to znana przyczyna niepowodzen cigzy (Toth i
wsp., 2010, Skrzypczak, 2011). Wystgpowanie przeciwcial skierowanych przeciwko
fosfolipidom, takim jak: kardiolipiny, fosfatydyloseryna, koagulant toczniowy oraz B2-

glikoproteidom zwigzane jest z ryzykiem zakrzepicy zatorowej tetniczej i zylnej (Lim,
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2009). W przypadku pacjentéw z APS do utraty cigzy dochodzi z powodu przytaczania
si¢ przeciwcial antyfosfolipidowych do komorek trofoblastycznych, a co za tym idzie
do nieprawidlowego formowania si¢ lozyska (Di Simone i wsp., 2007). Takze
powiktania zakrzepowo-zatorowe mogg utrudnia¢ krazenie tozyskowe (Di Simone i
wsp., 2007).

Wrodzona trombofilia matczyna moze takze zwigksza¢ ryzyko zatorowej
zakrzepicy zylnej. Trombofilia wrodzona wystepuje u 15% populacji kaukaskiej, a 5%
to heterozygotyczni nosiciele mutacji w genie czynnika V Leiden (Fogerty, Connors,
2009). Oproécz czynnika V Leiden, takze mutacje w genie protrombiny, wrodzone
niedobory biatka C i S oraz wrodzony niedobdr antytrombiny III, polimorfizmy w genie
MTHFR oraz inhibitora aktywatora plazminogenu typu I wigze si¢ z trombofilig
wrodzong (Bates, 2010). Dotychczas prowadzone badania nie potwierdzaja
zwigkszonego ryzyka wczesnej utraty cigzy a czgsto$¢ wystepowania zakrzepicy zylnej
w trakcie trwania cigzy jest niska (Fogerty, Connors, 2009).

Niepowodzenia cigzy moze takze zwigksza¢ wysoki poziom homocysteiny
(hiperhomocysteinemia) (Garcia-Enguidanos i wsp., 2002; Exalto i wsp, 2007). Takze
celiakia, choroba polegajaca na nietolerancji glutenu pochodzacego z produktow
spozywczych, moze wplywaé na niepowodzenia cigzy (Garcia-Enguidanos i wsp.,
2002; Soni i Badawy, 2010).

Zakazenia bakteryjne, wirusowe oraz interakcje pasozytnicze moga by¢ rowniez
przyczyna powiklan cigzowych. Zakazenia bakteryjne pochwy moga wigzaé si¢ z
niepowodzeniami drugiego trymestru ciazy, ale nie znaleziono jednoznacznych
powiazan miedzy zakazeniami a poronieniami nawracajacymi (Quenby, 2002; Exalto,
2007). Okazuje sig, ze wystepowanie niezdiagnozowanych zakazen o bardzo tagodnym
podklinicznym przebiegu moze uwalnia¢ mediatory reakcji zapalnych i mie¢ niszczacy
wplyw na rozwijajacy si¢ zarodek/ptodd (Bansal i wsp., 2011)

Wiele uwagi poswigcono takze czynnikom $rodowiskowym mogacym wptywaé
na wystgpowanie niepowodzen ciagzy. Potwierdzony zostal wplyw promieniowania
jonizujacego, rozpuszczalnikow organicznych, rteci 1 alkoholu na utrate cigzy (Gardella,
Hill, 2000). Badany jest takze wptyw kofeiny, narkotykow (szczegdlnie marihuany i
kokainy), palenia papierosow oraz hipertermii na utrat¢ cigzy (Garcia-Enguidanos i
wsp., 2002).
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1.3.1 Genetyczne przyczyny niepowodzen ciazy

Czynniki genetyczne nalezg do najczestszych przyczyn niepowodzen cigzy.
Najwigksza grupe stanowig aberracje chromosomowe, ktore identyfikuje si¢ w okoto
50% przypadkéw utraty cigzy w pierwszym trymestrze (Simpson, 2007). Poza
aberracjami chromosomowymi przyczyna niepowodzenia moga by¢ takze choroby
jednogenowe zarodka/ptodu, disomia jednorodzicielska oraz szeroko dyskutowane w
pismiennictwie polimorfizmy i mutacje w genach, zwigzane z réznymi procesami
zachodzgcymi w komorkach, takimi jak na przyktad: immunosupresja, apoptoza,
angiogeneza, czy przekazywanie sygnatow w Komorce.

Czynniki genetyczne, ktore moga prowadzi¢ do niepowodzenia cigzy mozna
podzieli¢ na dwie grupy: te, ktore wystepuja de novo u zarodka/ptodu, powodujac utrate
cigzy oraz takie, ktéore sa wynikiem nieprawidlowosci w materiale genetycznym

rodzica.

Aberracje liczbowe i strukturalne chromosomoéw

Ocenia si¢, ze od okoto 50% niepowodzen pierwszego trymestru cigzy
zwigzanych jest z aberracjami chromosomowymi wystepujacymi u rozwijajacego si¢
zarodka/ptodu (Goddijn, Leschot, 2000; Simpson, 2007). Wsrdd nich najwigkszg grupe
stanowig aberracje liczbowe chromosoméw, gléwnie trisomie chromosomow
autosomalnych, monosomia chromosomu X oraz poliploidie.

Trisomie chromosoméw autosomalnych u zarodka/ptodu stanowig co najmniej
50% aberracji liczbowych odpowiedzialnych za utrate cigzy (Goddijn, Leschot, 2000;
Simpson, 2007). Zaobserwowano trisomi¢ kazdego chromosomu autosomalnego, ale
nie wszystkie wystepuja z jednakowa czgstoscia. Najczestszag jest trisomia chromosomu
16, a nastgpnie trisomia chromosomu 22 (Simpson, 2007). Do réwnie czgsto
wystepujacych nalezg rowniez trisomie chromosomow: 13, 15, 18, 21 (Simpson, 2007).
Rzadko spotykane sg trisomie chromosoméw: 5, 11, 17 i 19 (Kalousek, Lau, 1992).
Trisomia chromosomow 1 jest niezwykle rzadko spotykana, najczgséciej diagnozowana
na etapie przedembrionalnym (blastomeroéw), rzadko w klinicznie rozpoznawalnej cigzy
(Banzai i wsp., 2004). Plody z trisomiami, ktorych nigdy nie obserwuje si¢ u dzieci
zywo urodzonych, wzrastaja wolnej, czesto wykazujgc wigksze wewngtrzmaciczne
op6znienie wzrastania (Ljunger i wsp., 2011). Réwniez wiek cigzowy, w ktorym

dochodzi do obumarcia cigzy, jest czgsto nizszy.
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W przypadku wigkszosci trisomii obserwuje si¢ efekt wieku matki. Trisomie sg
spowodowane nondysjunkcja pierwszego lub drugiego (rzadziej) podziatu
mejotycznego, a takze w przypadkach mozaiki — w trakcie podzialu mitotycznego juz
po zaptodnieniu. Zjawisko nondysjunkcji obserwuje si¢ zdecydowanie czesciej podczas
oogenezy niz spermatogenezy. Ryzyko nondysjunkcji wzrasta wraz z wiekiem matki,
poczatkowo powoli po ukonczeniu 29. roku zycia, nastepnie znacznie szybciej po 35
roku zycia (Pellestor, Anahory, Hamamah, 2005). Zaawansowany wiek matki nie jest
jedyna przyczyna wystepowania nondysjunkcji, bowiem ryzyko to zwigksza si¢ takze
wraz ze zmniejszajgca si¢ czg¢stoscig rekombinacji pomiedzy chromosomami lub jej
calkowitym brakiem. Sam mechanizm nondysjunkcji tez wydaje si¢ by¢ rozny dla
roéznych chromosoméw. Dla przyktadu trisomia chromosomu 16 zawsze zwigzana jest z
nondysjunkcja pierwszego podziatu mejotycznego i z wiekiem matki (ESHRE, 2008).
Trisomia 13 moze by¢ wynikiem nondysjunkcji w pierwszym lub drugim podziale
mejotycznym, za to trisomia 18 jest spowodowana nondysjunkcjg drugiego podziatu
mejotycznego (ESHRE, 2008). Trisomia 21 moze by¢ wynikiem nierozdzielczo$ci
mejotycznej zarOwno pierwszego, jak i drugiego podziatu (ESHRE, 2008). Zjawisko
nondysjunkcji obserwuje si¢ takze w przypadku mejozy ojcowskiej, najczgsciej dotyczy
ona chromosomoéw z grupy akrocentrykow oraz chromosomu 2. Dotyczy ona jednak nie
wiecej niz 10% przypadkow trisomii wyzej wymienionych chromosoméw (ESHRE,
2008).

Obserwuje si¢ takze wystepowanie podwojnych trisomii (0,7%), najczeSciej
chromosomow 21, 18, 16, 13, 8, 2 i 15 oraz chromosomu X (Simpson, 2007). Do utraty
cigzy dochodzi najczesciej migdzy 8 a 9 tygodniem jej trwania, a §rednia wieku matki to
najczesciej 39 lat (Diego-Alvarez i wsp., 2006).

Trisomie chromosomoéw pici — X i Y u zarodka/plodu sg zwiazane z duzo
wieksza szansg na utrzymanie cigzy, niz w przypadku trisomii chromosomow
autosomalnych, cho¢ ich wystepowanie w przypadku niepowodzen cigzy jest czestsze
(10%) niz w przypadku dzieci zywo urodzonych (Simpson, 2007). W przypadku
kariotypu 47,XXY u zarodka ocenia si¢, ze szanse na urodzenie dziecka wynosza 50%
(Egozcue, 2000). Trisomia chromosomu X (47,XXX), podobnie jak dodatkowy
chromosom Y w kariotypie ptodu (47,XYY) wiazg si¢ z wysokim odsetkiem (okoto
99%) cigz zakonczonych w terminie (Egozcue, 2000; Tartaglia i wsp., 2010).
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Wynikiem nondysjunkcji jest powstawanie gamet nie tylko disomicznych, ale
takze nullisomicznych, co moze prowadzi¢ do wystgpowania monosomii. Monosomie
chromosoméw autosomalnych rzadko sg identyfikowane w badaniach materiatu z
poronienia, ze wzgledu na to, ze najczesciej do utraty cigzy dochodzi we wczesnym
etapie rozwoju, w okresie okotoimplantacyjnym. Monosomie autosomalne sg przyczyna
bardzo wczesnej utraty cigzy, najczgsciej nierozpoznanej klinicznie.

Zupelie odmienny mechanizm dotyczy jednak monosomii chromosomu X,
ktora jest jedng z najczestszych chromosomowych przyczyn niepowodzen cigzy (15-
20%) (Simpson, 2007; Templado, Vidal, Estop, 2011). Monosomia X jest w 80%
przypadkéw wynikiem bledéw spermatogenezy, a wiec ma charakter ojcowski, a
zaawansowany wiek kobiety nie ma wptywu na wystepowanie monosomii X (Tobias,
Connor, Ferguson-Smith, 2011). Brak chromosomu pitci w gamecie meskiej jest
wynikiem opo6znionego ruchu chromosomu Y w anafazie, a najnowsze obserwacje
sugeruja zwigzek tego opoznienia z pelng delecja regionu AZFc w dlugim ramieniu
chromosomu Y (O’Flynn-O’Brien, Varghese, Agarwal 2010).

Obok zmian o charakterze aneuploidii, znaczacy udzial w niepowodzeniach
ciazy maja takze poliploidie u zarodka/ptodu (10-20%) (Goddijn, Leschot, 2000,
Simpson 2007). Czesto spotykang poliploidig jest triploidia, najczgsciej 69,XXY Iub
69,XXX, rzadziej 69,XYY (Simpson, 2007). Triploidia moze by¢ wynikiem dispermii
lub dygynii (diploidalnej gamety zenskiej). Dodatkowy haploidalny zestaw
chromosomoéw, pochodzacy od ojca, zwigzany jest z nieproporcjonalnie duzym
tozyskiem oraz za$niadem groniastym kosmowki (Jauniaux, Burton; 2005). Jesli
natomiast dodatkowy zestaw chromosoméw pochodzi od matki, obserwuje si¢
wewnatrzmaciczne opoznienie wzrastania oraz dysproporcje ciata (duza glowe w
stosunku do tutowia). Czgsto triploidii towarzysza wady cewy nerwowej oraz
przepuklina sznura pgpowinowego i wady konczyn (McFadden, Robinson, 2006).

Tetraploidia, czyli wystgpowanie kariotypu 92,XXXX lub 92,XXYY, rzadko
jest identyfikowana w badaniach niepowodzen ciazy, ze wzgledu na to, iz do utraty
cigzy dochodzi najczgéciej migdzy drugim a trzecim tygodniem jej trwania. Jej
wystepowanie jest zwigzane najprawdopodobniej z btedami cytokinezy pierwszego
podziatu zygoty po zaptodnieniu (Tobias, Connor, Ferguson-Smith, 2011).

Mimo, iz aberracje liczbowe chromosoméw u zarodka/ptodu sa najczestsza

przyczyna niepowodzen, nie nalezy zapominac o aberracjach strukturalnych, ktore takze
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moga mie¢ istotne znaczenie w niepowodzeniach cigzy. Aberracje strukturalne u
zarodka/ptodu sa przyczyna okoto 2% niepowodzen cigzy (Goddijn, Leschot, 2000;
Simpson, 2007, ESHRE, 2008). Wsrod aberracji strukturalnych wyrdzniamy: delecje,
duplikacje, translokacje 1 inwersje. Okolo 50% aberracji strukturalnych, przede
wszystkim delecji i duplikacji powstaje de novo podczas gametogenezy (Simpson,
2007). Druga czes¢ stanowia przypadki, w ktorych aberracja zostaje odziedziczona od
ktorego$ z rodzicow, najczesciej w formie niezrownowazonej (Simpson, 2007).

Wspomniane wyzej nosicielstwo zréwnowazonych aberracji  struktury
chromosomow stanowi znang od dawna przyczyne poronien samoistnych. Translokacje
wzajemne zrownowazone jak i robertsonowskie, u ktorego$ z partneréw, identyfikuje
si¢ u okolo 4-5% par z niepowodzeniami cigzy, podczas gdy inwersje spotyka si¢ u
okoto 1% par (Simpson, 2007). Nosicielstwo aberracji zroOwnowazonej spotyka si¢ U par
z poronieniami nawracajacymi dziesie¢ razy czesciej, niz w populacji oséb z
prawidlowym kariotypem (Goddijn, Leschot, 2000). W przypadku nosicieli mozliwe sg
trzy scenariusze przekazywania materiatlu genetycznego, w wyniku czego mozemy
spodziewa¢ si¢ u potomstwa: prawidlowego Kkariotypu, kariotypu z aberracja
chromosomowg zrownowazong albo kariotypu z aberracja niezrownowazong. Ostatnia
sytuacja jest konsekwencjg niekorzystnej segregacji chromosomow oraz rekombinacji
w trakcie gametogenezy. Czgsto$¢ wystgpowania niezrownowazonych gamet w
przypadku nosicielstwa aberracji strukturalnej jest kwestig indywidualng i zalezy w
duzej mierze od tego, ktore chromosomy sg zaangazowane w aberracj¢ Oraz w ktorym
miejscu w chromosomie wystgpuja punkty peknigcia (ESHRE, 2008). Ryzyko
zidentyfikowania nosicielstwa aberracji strukturalnej zwiekszaja nastepujace czynniki:
mtody wiek matki przy drugim poronieniu, wystepowanie trzech lub wigcej poronien
samoistnych u pary, wystepowanie dwoch lub wigcej poronien samoistnych u
rodzenstwa oraz u rodzicow Ktoregos z partnerow (Exalto i wsp., 2007).

Chociaz zrownowazone aberracje strukturalne moga stanowi¢ przyczyne
niepowodzen cigzy, to wydaje sie, ze moga one by¢ dziedziczone w formie
zrdbwnowazonej z pokolenia na pokolenia bez klinicznych konsekwencji, takich jak
niepowodzenia cigzy (Jacobs i wsp., 1975, Morton i wsp., 1975). Stad uwaza si¢, ze W
niektorych rodzinach zidentyfikowanie zréwnowazonej aberracji strukturalnej u
ktérego$§ z partnerow moze by¢ zupelnie przypadkowe i nie wigza¢ si¢ z prawdziwag

przyczyna niepowodzen (ESHRE, 2008).
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Choroby jednogenowe, mutacje i polimorfizmy genowe

Mimo, iz najczg¢stszymi nieprawidlowosciami, ktére identyfikuje sie w
niepowodzeniach cigzy sg aberracje chromosomowe, wydaje sie, ze choroby genetyczne
uwarunkowane jednogenowo takze moga odgrywac role w niepowodzeniach cigzy. Ze
wzgledu na bardzo liczng grupg genéw zaangazowanych w proces embriogenezy oraz
fakt, ze jest to bardzo skomplikowany proces, ich identyfikacja jest jednak trudna.

Choroby jednogenowe najczesciej powodujg utrate péoznych cigz — w drugim i
trzecim trymestrze oraz zgonoéw okotoporodowych. Jedng z takich chordb jest alfa-
talasemia. U plodow z delecja wszystkich czterech genow alfa-globiny pojawia si¢
patologiczna hemoglobina Barta, powodujac wewnatrzmaciczng niedokrwistos$¢, obrzegk
plodu oraz utrate cigzy lub zgon okotoporodowy (Connor, Ferguson-Smith, 1999;
Laurino i wsp., 2005). Dzieje si¢ tak w przypadku, gdy oboje rodzice sg nosicielami
pelnej delecji obu genow alfa-globiny w jednym chromosomie. Takze dystrofia
miotoniczna u kobiet moze zwigksza¢ ryzyko niepowodzen cigzy, aczkolwiek
obserwuje si¢ odmienng czgsto$¢ niepowodzen w przypadku dystrofii typu 1 1 typu 2
(Rudnik-Schoneborn i wsp., 1998; Goddijn, Leschot, 2000; Laurino i wsp., 2005;
Rudnik-Schoneborn i wsp., 2006). Z kolei choroby dziedziczace si¢ w sposob
sprzgzony z X dominujacy moga by¢ przyczyna utraty ptodow meskich. Do chordb tych
naleza: wrodzone nietrzymanie barwnika, zespot Goltza, zespot Retta oraz zespot
Aicardi. Inng grupe chorob, ktore moga si¢ przyczyniaé do niepowodzen cigzy, sa
letalne dysplazje kostne u ptodu, takie jak dysplazja tanatoforyczna oraz wrodzona
famliwosci kosci typu Il. Powoduja one najcze$ciej zgony w trzecim trymestrze ciazy
(Goddijn i Leschot, 2000).

Badania na modelach zwierzecych pokazuja, iz prawdopodobnie istnieje wiele
takich genow, ktérych mutacje maja letalne konsekwencje dla zarodka/ptodu (Baek,
2004; Laissue i wsp., 2009). Przyktadem moze by¢ praca badawcza Vatin i wsp. (2012),
ktora wykorzystujac model mysi, znalazta zwigzek pomiedzy regionem QTL w
chromosomie pary 1, w ktorym wytypowano 7 kandydujacych gendéw a wysoka
czestoscig wystepowania $§mierci zarodkowej myszy.

Wiele uwagi poswigca si¢ takze badaniom w kierunku wyszukiwania
polimorfizméw genetycznych, ktére moga w istotny sposdb zwigkszaé ryzyko

niepowodzen cigzy. Dotyczy to przede wszystkim par z poronieniami nawracajacymi,
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ktérych kariotyp jest prawidtowy, tak samo jak kariotyp utraconego zarodka/ptodu.
Przyktady polimorfizméw genetycznych, ktére byly analizowane na przestrzeni
ostatnich 10 lat przedstawiono w Tabeli 1. Nie we wszystkich badaniach wykazano
roéznice istotne statystycznie, ktore moglyby potwierdzi¢ znaczenie pojedynczego
polimorfizmu dla zwigkszenia ryzyka niepowodzen cigzy.

Tabela .1 Wybrane polimorfizmy genetyczne analizowane u pacjentow z niepowodzeniami cigzy

(Suzumori, Sugiura-Ogasawara, 2010).

Geny/ produkty bialkowe Genotyp P-wartos¢
IL-1 beta +3953 NS
IL-1 antagonista receptora VNTR NS
IL-4 -590C>T NS
IL-6 -634C>G S
IL6 -174G>C NS
IL-10 -1082A>G, -819C>T NS
IL10 -592C>A P<0.01
IFN-gamma 874A>T P=0.01
TNF TNF-alfa -308G>A, NS

TNF-beta +252G>A
KIR KIR BB P=0.0001
VEGF -2578C>A, -1154G>A, - NS
634G>C,936C>T

Protrombina 20210G>A NS
Czynnik V Leiden 1691G>A NS
Czynnik XII 46C>T NS
Trombomodulina Promotor NS
EPCR Egzon 1-7 NS
Apo E Apo E4 P=0.036
MTHFR 677C>T NS
Biatko Z Intron F 79G>A NS
Aneksyna A5 Promotor S
CBG5 Caly gen P=0.007
CBG8 Caly gen P=0.042
mtDNA MtDNA NS
GSTT1 Caly gen P<0.005
CYP1Al Catly gen NS
CYP2D6 Caly gen NS
GSTM1 Caly gen NS
SYCP3 657T>C, P<0.0001

643delA, P<0.005

clVVS7-16 19delACTT

Inne czynniki genetyczne

Jednym z mechanizméw genetycznych, ktore moga odgrywaé role w
niepowodzeniach cigzy, jest jednorodzicielska disomii u zarodka/ptodu. Wystepowanie
dwoch chromosoméw jednej pary, pochodzacych od tego samego rodzica najczesciej

jest tlumaczone, jako swego rodzaju ,ratunek” embrionu przed letalnymi skutkami
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trisomii (Srebniak, Tomaszewska, 2009). Ze wzgledu na pigtnowanie genéw, dla
prawidlowego funkcjonowania organizmu wazne jest nie tylko to, iz mamy dwa
chromosomy jednej pary, ale takze to, czy pochodzg od jednego i drugiego rodzica.
Przyktadem wptywu pietnowania genomowego na rozwoj cztowieka moga by¢ zespoty:
Angelmana 1 Pradera-Willego. W niepowodzeniach cigzy znane s3 przypadki
wystepowania disomii jednorodzicielskiej chromosomu pary 21 (Henderson i wsp.,
1994; Simpson, 2007).

Innym analizowanym mechanizmem jest nieclosowa, przesunigta inaktywacja
chromosomu X u kobiet. Na podstawie doniesien dotyczacych znaczenia nielosowej
inaktywacji trudno oceni¢ jej zwigzek z niepowodzeniami cigzy, poniewaz moze byc
ona konsekwencja rdéznych zdarzen. Nielosowa inaktywacja moze oznaczal
wystepowanie mutacji genowych w chromosomie X (Pegoraro i wsp., 1997; Lanasa i
wsp., 1999). Moze by¢ wynikiem malej liczby komoérek prekursorowych w trakcie
inaktywacji, co z kolei wptywa na stabszy rozwdj zarodka i moze zakonczy¢ si¢ utratg
cigzy (Robinson i wsp., 2001; Beever i wsp., 2003). Moze mie¢ takze zwiagzek z
ograniczong rezerwe oocytow w jajniku, co wigze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem
trisomii (Robinson i wsp., 2001; Beever i wsp., 2003). Wedlug innych autorow, nie
istnieje zaden zwigzek miedzy odchylong inaktywacja, a niepowodzeniami cigzy
(Sullivan i wsp., 2003, Warburton i wsp., 2009).

Niewielu badaczy zajmuje si¢ rola, jaka moze odgrywa¢ czynnik meski w
niepowodzeniach cigzy. Badania dotyczace znaczenia polimorfizméw genetycznych w
niepowodzeniach cigzy sa prowadzone wsrod kobiet z poronieniami nawracajacymi, nie
biora natomiast pod uwage potencjalnych markeréow genetycznych u mezczyzny. Drugi
aspekt to uszkodzenia DNA plemnikow, ktore sa bardzo wrazliwe na czynniki
zewnetrzne. Moga one zwigksza¢ ryzyko wystepowania peknie¢ dwuniciowych w
chromosomach oraz mikrodelecji (Rosenbusch, Sterzik, 1991; Allison, Schust, 2009).
Takze stres oksydacyjny ma wplyw na uszkodzenia DNA plemnika (Gil-Villa i wsp.,
2009; Greco i wsp., 2005).

Mutacje w DNA mitochondrialnym moga mie¢ réwniez zwigzek z
niepowodzeniami cigzy. Prowadzone dotad badania nie potwierdzity jednak ich wplywu
na utrate cigzy (Kaare i wsp., 2009). Z drugiej jednak strony okazuje si¢, ze

zmniejszona liczba mitochondriéw oraz uszkodzenia DNA mitochondrialnego moga
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by¢ oznaka obnizonej jakosci oocytow a tym samym wptywaé na powodzenie procesu
zaptodnienia (Wang i wsp., 2009).

Inny mechanizm zwigzany z utrata cigzy kryje si¢ prawdopodobnie w dtugosci
telomeréw. Zaobserwowano, iz u pacjentek z poronieniami nawracajacymi dhugos¢
telomerdw jest istotnie krotsza niz u pacjentek z grupy kontrolnej. Moze to by¢ oznaka
szybko postepujacego procesu starzenia si¢ komorek, w tym oocytéw, co z kolei moze

mie¢ wplyw na utrzymanie cigzy (Hanna i wsp., 2009).

1.4 Diagnostyka genetyczna niepowodzen ciazy

Ze wzgledu na wieloczynnikowy charakter niepowodzen cigzy, diagnostyka
przyczyn utraty cigzy moze by¢ dlugotrwata 1 wieloetapowa. Metody skriningowe
powinny by¢ odpowiednio dobrane, aby pomaga¢ w identyfikacji przyczyn
niepowodzen, pozwoli¢ na ocen¢ ryzyka wystgpienia kolejnego niepowodzenia oraz w
okreslonych przypadkach pozwoli¢ na zastosowanie skutecznej terapii.

Diagnostyka genetyczna niepowodzen ciazy opiera si¢ na identyfikacji
genetycznych przyczyn niepowodzen cigzy, identyfikacji rodzin podwyzszonego ryzyka
genetycznego oraz prognostycznej oceny sytuacji. Wedlug rekomendacji Polskiego
Towarzystwa Ginekologicznego, wskazaniem do przeprowadzenia diagnostyKi
genetycznej u par z niepowodzeniami cigzy jest wystgpienie CO najmniej dwoch
poronien samoistnych u pary a takze wystgpienie martwego porodu lub zgonu
okotoporodowego dziecka (PTG, 2008).

1.4.1 Wywiad rodzinny i analiza rodowodu

W przypadku par z niepowodzeniami cigzy, W wywiadzie zwraca si¢ szczegdlng
uwage na sytuacje, ktore moga mie¢ zwigzek z utratg cigzy. Zbiera si¢ informacje
dotyczace stanu zdrowia pacjentow, z uwzglednieniem wad anatomicznych macicy U
kobiety, a takze zaburzen hormonalnych, BMI, choréob o charakterze
autoimmunologicznym, chorob zwigzanych z zaburzeniami krzepnigcia oraz chordb
przebytych w trakcie ciazy (Laurino i wsp., 2005). Wazna jest rowniez ocena
dysmorfologiczna  obojga  pacjentéw, informacje  dotyczace  ewentualnej
niepetnosprawnosci intelektualnej, choréb genetycznych wystepujacych w rodzinie,
dtugotrwatego narazenia na dziatanie czynnikow teratogennych (na przyktad alkoholu,
narkotykoéw, nikotyny lub innych substancji chemicznych w $rodowisku) (Laurino i

wsp, 2005, Latos-Bielenska 2010). Istotng informacja sa rowniez przypadki
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niepowodzen cigzy, ktére miaty miejsce u innych cztonkéw rodziny (szczegodlnie u
rodzicow i rodzenstwa, ale takze u dalszych krewnych), w tym poronienia samoistne,
martwe porody, zgony okotoporodowe, nieptodnos¢ (Laurino i wsp., 2005, Latos-
Bielenska, 2010) .

Analiza rodowodu u par z niepowodzeniami cigzy moze pomoOc W ocenie
sytuacji, ujawni¢ rodzinne wystgpowanie niepowodzen cigzy o charakterystycznym
sposobie dziedziczenia lub wykaza¢ bliskie pokrewienstwo miedzy partnerami. Analiza
rodowodu jest podstawowym elementem postepowania w genetyce klinicznej 1 nie
mozna jej zastgpi¢ jedynie wywiadem rodzinnym (Krawczynski i Latos-Bielenska,

1998).

1.4.2 Badania cytogenetyczne

Analiza kariotypu obojga partnerow to podstawowy test genetyczny, ktory
proponowany jest parom z niepowodzeniami cigzy. Analiza kariotypu przeprowadzana
jest w celu wykluczenia lub identyfikacji nosicielstwa aberracji strukturalnej
zrownowazonej (translokacji lub inwersji). Test tego typu jest standardowa procedura
rekomendowang przez o$rodki diagnostyczne na calym $wiecie (PTG 2004; Laurino i
wsp., 2005; Jauniaux i wsp., 2006; Berghella, 2007).

Oprocz analizy Kkariotypu obojga partnerow, drugim, CcOraz czeSciej
rekomendowanym badaniem cytogenetycznym jest badanie trofoblastu po utracie cigzy
(Berghella, 2007). Ze wzgledu na wysoki udzial aberracji chromosomowych w
niepowodzeniach cigzy pierwszego trymestru, badanie pozwala ustali¢ przyczyne
niepowodzen W okolo potowie przypadkow. Jest to szczegdlnie wazne badanie wsrod
par z prawidlowym kariotypem, kiedy jedynie wglad w material genetyczny
zarodka/ptodu pozwala stwierdzi¢, ze przyczyng poronienia byla aberracja
chromosomowa, ktora wystgpita u zarodka/ptodu de novo jako btad gametogenezy.

Dynamiczny rozwdj technik diagnostycznych sprawil, iz obecnie mozliwe jest
stosowanie roznego typu technik w celu identyfikacji aberracji chromosomowych.

Techniki te zostaly omowione ponize;.

1.4.3 Badania molekularne

Badania molekularne w kierunku identyfikacji mutacji genowych nie nalezg do
rutynowych badan przeprowadzonych w diagnostyce niepowodzen cigzy. Moga byc¢

zastosowane w przypadku podejrzenia, ze przyczyna utraty cigzy byla choroba
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jednogenowa 0 znanym podtozu molekularnym, albo kiedy jedno z partneréw lub oboje
sa nosicielami genow, ktérych odziedziczenie moze doprowadza¢ do niepowodzen
cigzy. Najczesciej badania molekularne prowadzone sg w przypadku podejrzenia, ze
przyczyny utraty cigzy mogg mie¢ zwigzek z mutacjami w genach zwigzanych z
przebiegiem procesu krzepnigcia (na przyktad czynnik V Leiden, protrombina,
antytrombina III, biatko C i S) (Bates, 2010). Badania molekularne prowadzone sa takze
w kierunku ewentualnej identyfikacji polimorfizmow genetycznych, majacych zwigzek
Z niepowodzeniami cigzy. NajczeSciej nie nalezg one jednak do standardowej
diagnostyki, ale sg elementem prac poznawczych.

Warto zaznaczy¢, ze techniki molekularne znalazty zastosowanie w identyfikacji
aberracji chromosomowych, zaréwno tych najczestszych, jak 1 submikroskopowych,
poszerzajac jednocze$nie mozliwosci diagnostyczne. Techniki te zostaty omowione w

dalszej czesci pracy.

1.4.4 Poradnictwo genetyczne w niepowodzeniach ciazy

Kompetentne poradnictwo genetyczne jest nieodlacznym elementem procesu
diagnostycznego (Mazurczak, 2004). Udzielenie adekwatnej porady genetycznej jest
uwarunkowane informacjami uzyskanymi w trakcie procesu diagnostycznego oraz ich
wlasciwg interpretacja.

W przypadku nosicieli zrownowazonych aberracji strukturalnych ryzyko
niepowodzen rozrodu bedzie podwyzszone i uzaleznione od typu aberracji,
chromosomu, ktory ulegt aberracji oraz jego punktéw ztaman. Dla oszacowania ryzyka
genetycznego potrzebna jest doktadana analiza punktéw ztaman chromosoméw oraz
analiza rodowodowa danych empirycznych (Midro, Stengel-Rutkowski, Stene, 1992).

Nosicielstwo aberracji strukturalnej wigze si¢ nie tylko z podwyzszonym
ryzykiem niepowodzen cigzy, ale takze z ryzykiem urodzenia dziecka chorego. W
przypadku translokacji robertsonowskich, w ktorych zaangazowane sa chromosomy
pary 13 lub 21, istnieje podwyzszone ryzyko urodzenia dziecka z zespolem Patau oraz z
zespotem Downa (Simpson, 2007). Innym aspektem w przypadku nosicieli jest ocena,
czy nosicielstwo aberracji strukturalnej moze w istotny sposdb zmniejsza¢ szanse na
urodzenie dziecka zdrowego. Prowadzone badania wsréd par nosicieli nie daja
jednoznacznej odpowiedzi (Stephenson i Sierra, 2006; Carp i wsp., 2004, Suzumori,

Sugiura-Ogasawara, 2010).
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W  przypadku par z prawidlowym kariotypem, u ktorych przyczyna
niepowodzenia byla aberracja chromosomowa zarodka/ptodu, ocena ryzyka powinna
uwzglednia¢ rodzaj aberracji oraz wiek matki. Ryzyko trisomii autosomalnej U ptodu
jako przyczyny poronienia, jest niskie u kobiet w przedziale wiekowym 20-24, ale
wzrasta do 35% u kobiet w wieku 40-44 lat (ESHRE, 2008). Aneuploidia u
zarodka/ptodu czesciej identyfikowana jest w przypadku niepowodzen sporadycznych,
niz poronien nawracajacych. Szanse na urodzenie zywego dziecka ocenia si¢ na okoto
68% (Simpson, 2007). Inaczej wyglada sytuacja, kiedy przyczyng kolejnych
niepowodzen cigzy jest ta sama aneuploidia chromosomowa. Nalezy rozwazy¢
wowczas wystepowanie mozaikowos$ci gonadalnej (Delhanty, 2011).

Pary z prawidlowym Kkariotypem i prawidlowym kariotypem poronionego
samoistnie zarodka/ptodu maja najprawdopodobniej mniejsze szanse na urodzenie
zywego dziecka a takze zwigkszone ryzyko kolejnego niepowodzenia (Suzumori i
Sugiura-Ogasawara, 2010). Prawidlowy kariotyp zarodka/ptodu jest zatem istotnym
czynnikiem ryzyka dla kolejnych niepowodzen (Exhlato i wsp., 2007).

W przypadku, jesli przyczyna niepowodzenia byla choroba genetyczna o
charakterze jednogenowym, ryzyko kolejnego niepowodzenia zalezy od typu
dziedziczenia choroby, nosicielstwa nieprawidlowych gendéw u partnerow, czestosci
wystgpowania mutacji de novo oraz czasami rowniez od plci zarodka/ptodu (Latos-

Bielenska, 2010).

1.4.5 Aspekty psychologiczne utraty ciazy

Utrata cigzy nie jest jedynie zagadnieniem medycznym, ale takze wiaze si¢
niejednokrotnie z wieloma problemami natury psychologicznej. Reakcje emocjonalne
zwigzane z utratg cigzy sg rdzne, poczawszy od minimalnego poczucia niespetnienia, po
silny wstrzgs emocjonalny. Katz 1 Kuller wyr6znili sposdb zachowania 0sob
doswiadczajacych pierwszego poronienia (Opisujac je jako traume¢ szokowa), dla
ktérych utrata cigzy byta przede wszystkim zaskoczeniem oraz par z wielokrotng utrata
cigzy, dla ktorych trauma ma charakter stalego obcigzenia pSychicznego 1 wplywa na
podejscie do kolejnych niepowodzen (Katz, Kuller, 1994).

Do psychiatrycznych nastgpstw utraty cigzy naleza: depresja (22-55%), lgki 1
ataki paniki (22-41%), zaburzenia kompulsywne, zaburzenie stresowe pourazowe
(PTSD) (Luczak-Wawrzyniak i wsp., 2010). Okazuje si¢, ze wielokrotna utrata cigzy

wpltywa rowniez pozniej na dzieci matek, ktore doswiadczyly niepowodzen. Czesciej
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wsrod tych dzieci obserwuje si¢ zachowania antyspoteczne, autyzm, schizofrenig,
zespol nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi (ADHD) oraz zaburzenia
leckowe i opOznienia w sferze psychomotorycznej (Luczak-Wawrzyniak i wsp., 2010;
Laurino i wsp., 2005).

Poradnictwo genetyczne jest procesem diagnostyczno-prognostycznym, ale musi
takze bra¢ pod uwagg problemy natury psychologicznej, z ktérymi borykaja si¢ pacjenci
zglaszajacy sie¢ do poradni genetycznej (Mazurczak, 2004). Prowadzenie rozmowy
dotyczacej mozliwosci prokreacyjnych musi uwzglednia¢ wiele delikatnych czynnikow
natury psychologicznej (Mazurczak, 2004). Na odbidr przekazywanej treSci majg
wplyw nie tylko przykre wydarzenia zwigzane z niepowodzeniami cigzy, ale
niejednokrotnie sama osobowos¢ partnerow. [ tak, na przyklad osoby z niska
sktonnoscia do ryzyka majg tendencje do znieksztalcania przekazywanych im
informacji, w taki sposob, aby byly dla nich akceptowalne (Luczak-Wawrzyniak i wsp.,
2010). Z kolei osoby z wysoka sktonnoscig do ryzyka najczesciej przyjmuja tresci
zgodnie z rzeczywistoscia (Luczak-Wawrzyniak i wsp., 2010).

Czasami, pomimo uzyskania medycznego wyjasnienia przyczyny utraty ciazy,
pacjentki moga boryka¢ si¢ nadal z problemami natury emocjonalnej. Uzyskana pomoc,
zarOwno ze strony wspierajagcego partnera, jak i otoczenia oraz stuzb medycznych
przypuszczalnie moga zwigksza¢é szanse na urodzenia zdrowego dziecka, a
przynajmniej wptyna¢ pozytywnie na przyszie plany prokreacyjne (Laurino i wsp.,
2005).

1.5 Techniki genetyczne stosowane w diagnostyce niepowodzen cigzy

Wspotczesna diagnostyka genetyczna ma do dyspozycji wiele metod
badawczych, ktére pozwalaja na identyfikacje chordb genetycznych. Sg to metody
oparte zarowno na technikach cytogenetyki klasycznej oraz molekularnej, jak rowniez

techniki molekularne oparte o metod¢ PCR.

1.5.1 Analiza kariotypu

Analiza obrazu prazkowego chromosoméw metafazowych uzyskanych po
hodowli komorek trofoblastu byl to tradycyjnie ztoty standard w badaniach
prenatalnych, ale takze w diagnostyce niepowodzen cigzy (Bocian, 2007). Badanie
polega na posredniej lub bezposredniej hodowli komorek trofoblastu, a nast¢pnie

zahamowaniu podzialow w stadium metafazy, utrwaleniu oraz po naniesienie na
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szkietko podstawowe wybarwieniu barwnikiem Giemzy (Barch, Knutsen, Spurbeck,
1997).

Niewatpliwie najwickszg zaletg tego typu badania jest mozliwo$¢ obserwacji
wszystkich chromosoméw jadra komoérkowego, a wiec analiza aberracji zarowno
liczbowych, jak i strukturalnych. W badaniach prenatalnych skuteczno$¢ i
wiarygodno$¢ tej metody sigga w przypadku biopsji trofoblastu 99,6% (Bocian, 2007).
Niestety w przypadku badania tkanek uzyskanych z abrazji lub wydalonych z
organizmu matki po $mierci zarodka/ptodu uzyskanie dzielagcych si¢ komorek jest
bardzo trudne (Srebniak, Tomaszewska, 2008). Wynika to najczgsciej z faktu, iz czas,
jaki mija od chwili obumarcia zarodka/ptodu do momentu pobrania komorek do
hodowli jest trudny do ustalenia, nierzadko moze to by¢ nawet kilka tygodni. Stad w
przypadku trofoblastu po poronieniu odsetek hodowli zakonczonych niepowodzeniem
wynosi nawet 40% (Lomax i wsp., 2000). Drugg, istotng przyczyng problemow z
konwencjonalnymi badaniami cytogenetycznymi jest czgsta kontaminacja pobranego
materiatu komorkami matczynymi, a co za tym idzie selektywny wzrost tych komoérek
podczas hodowli (Bell i wsp., 1999). Konsekwencja tego zjawiska mogg by¢ falszywie
ujemne wyniki badania kariotypu (kariotypy prawidlowe zenskie). Trzecia przyczyna to
niska jako$¢ preparatow uzyskanych po hodowli, co utrudnia lub wrecz uniemozliwia
przeprowadzanie analizy chromosomoéw z zachowaniem kryteriow 1 zasad jakos$ci

(Bocian, 2007).

1.5.2 Interfazowa fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH)

Alternatywa dla klasycznych hodowli komoérkowych jest szybka diagnostyka
najczesciej wystepujacych aberracji chromosomowych z wykorzystaniem techniki
hybrydyzacji. Metoda FISH wykorzystuje znakowane fluorescencyjnie sondy
molekularne, ktore hybrydyzuja do komplementarnej sekwencji w chromosomie.
Wizualizacja miejsca przytaczenia si¢ sondy jest mozliwa dzigki analizie preparatu pod
mikroskopem fluorescencyjnym. Wyznakowana i przylaczona sonda jest widoczna jako
jasny sygnat w chromosomie lub jadrze interfazowym.

Wspotczesna procedura wykonania tego typu hybrydyzacji jest stosunkowo
prosta, szczegOlnie, jesli korzysta si¢ z gotowych, komercyjnych zestawow sond.
Polega ona najczgséciej na denaturacji preparatu i sondy lub czesciej na jednoczesnej
denaturacji obu, a nast¢pnie na catonocnej hybrydyzacji. Waznym elementem jest

odptukanie niezwigzanej lub niespecyficznie zwigzanej do preparatu sondy po
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hybrydyzacji. Najistotniejszym etapem w tego typu badaniach jest natomiast wtasciwa
analiza mikroskopowa preparatow. Jak kazde badanie opierajace si¢ na analizie
obrazoOw przez obserwatora, wymaga doswiadczenia i poprawnego interpretowania
uzyskanych wynikow.

W badaniu materialu z poronienia stosuje si¢ gtownie sondy znakowane
fluorescencyjnie, ktore hybrydyzuja do centromeréow chromosomoéw lub innych
sekwencji, na przyktad specyficznych lub telomerowych. Liczba sond stosowanych w
tego typu badaniach jest rézna i1 waha si¢ najczesciej od pigciu do dziewigciu.
Najczesciej stosowane sg sondy dla chromosoméw pici X 1 Y oraz chromosomow
autosomalnych: 13, 15, 16, 21 i 22 (Jobanputra i wsp., 2002). Poniewaz sondy
hybrydyzuja do jader interfazowych, a nie do chromosoméw metafazowych, etap
hodowli zostaje pominiety, a procedura zaktada jedynie uwolnienie i utrwalenie jader
interfazowych, a nast¢pnie roztozenie zawiesiny na szkietku podstawowym (Bryndorf i
wsp., 1996). Liczba kopii chromosoméw ustalana jest w oparciu o analiz¢ sygnatow
hybrydyzacyjnych. Najczesciej stosowana jest mieszanina sond wyznakowanych
roznymi fluorochromami, hybrydyzujacych do jednego preparatu, co umozliwia
roOwnoczesng analize sygnatow dla r6znych chromosoméw (Jobanputra i wsp., 2002).

Wykorzystanie jader komorkowych w stadium interfazy jest niewatpliwg zaleta
tej metody, nalezy jednak pamigta¢ o tym, ze ze wzgledu na ograniczone mozliwosci
stosowania sond, badanie ukierunkowane jest na identyfikacje najczestszych aberracji
liczby chromosomow: poliploidii (triploidii i tetraploidii) oraz wybranych aneuploidii.
Z kolei pominigcie etapu hodowli komodrkowych daje mozliwos¢ badan
retrospektywnych z tkanek utrwalonych.

W badaniach prenatalnych czuto$¢ tej metody szacowana jest na 83-100%, a

specyficznos¢ 99,8-100% (Shaffer, Bui, 2007).

1.5.3 Poréwnawcza hybrydyzacja genomowa (CGH)

Porownawcza hybrydyzacja genomowa, podobnie jak metoda FISH, oparta jest
na jednoczesnej 1 kompetytywnej hybrydyzacji dwéch réznych probek DNA (Kujawski,
2008). W metodzie CGH wyznakowany fluorescencyjnie DNA badany (pacjenta) oraz
DNA prawidtowy (referencyjny) hybrydyzuja do prawidlowych chromosoméw
metafazowych. Znakowanie DNA moze si¢ odbywa¢ si¢ w procesie nick-translacji -
DNA badany znakowany jest bezposrednio fluorochromem zielonym (na przyktad

fluoresceing), natomiast referencyjny czerwonym (na przyklad czerwienig teksanskg),
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(Bryndorf i wsp., 1995). DNA znakowany moze by¢ réwniez w sposéb bezposredni
poprzez synteze fragmentu DNA ze znakowanych nukleotydéw podczas PCR, czy tez
metodg random priming. Tak wyznakowany oraz zmieszany w stosunku 1:1 DNA
pacjenta i referencyjny hybrydyzuja do prawidtowych chromosoméw metafazowych.
Hybrydyzacja przebiega w obecnosci Cot-1 DNA, komplementarnego do sekwencji
powtorzonych w genomie, aby uniemozliwi¢ niespecyficzne wigzanie sekwencji
wysoko powtarzalnych (Redon, Fitzgerald, Carter, 2009).

Wynik  hybrydyzacji  analizowany jest przy uzyciu  mikroskopu
fluorescencyjnego wyposazonego w odpowiedni zestaw filtréw oraz kamere CCD
(Lasser-Ross i wsp., 1991). Dla kazdej ptytki metafazowej utrwalane sg trzy obrazy,
odpowiednio w kolorach czerwonym, zielonym i niebieskim (barwienie DAPI pozwala
identyfikacj¢ poszczegdlnych chromosomow) (Kujawski, 2008). Analiza w tej metodzie
opiera si¢ na ocenie intensywnosci profili fluorescencji (stosunku fluorescencji
czerwonej do zielonej) na calej dlugosci chromosoméw przy uzyciu odpowiedniego
programu komputerowego. W celu uniknigcia blednej interpretacji, najczgsciej
analizowanych jest kilka plytek metafazowych, a ostateczny wynik opiera si¢ na
usrednionej wartosci intensywnosci fluorescenciji.

Metoda CGH umozliwia analizowanie calego genomu w jednym badaniu z
rozdzielczoscig od 5-10 Mpz w metodzie standardowej do 2-3 Mpz w zmodyfikowanej
wersji 0 wysokiej rozdzielczosci (Schoumans 1 wsp., 2004). Poczatkowo najwigksze
zastosowanie znalazta w diagnostyce genetycznej nowotworow, identyfikujac delecje i
duplikacje w roznych regionach genomu, a pozniej takze w przypadku podejrzenia
niezrownowazonego kariotypu u pacjentow z nieprawidlowym fenotypem (Forozan i
wsp., 1997). Metoda ta znalazta takze zastosowanie w badaniach niepowodzen ciazy,
umozliwiajac wykrywanie niezrownowazonych zmian w genomie (Daniely i wsp.,
1998; Bell i wsp., 2001).

Podobnie jak metoda FISH, porownawcza hybrydyzacja genomowa nie wymaga
prowadzenia hodowli komoérek, a DNA moze zosta¢ wyizolowany nawet z tkanek
niedzielagcych si¢, czy preparatow utrwalonych. CGH pozwala na analiz¢ calego
genomu, ale umozliwia detekcje tylko wtedy, gdy zmiana ma charakter
niezrownowazony. Nie mozna natomiast odr6zni¢ genomu diploidalnego od tri-, czy
tetraploidalnego, nie wykrywa takze zmian w okolicach centromerow i telomerow

(Lomax i wsp, 2000; Doéria i wsp., 2009).
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1.5.4 Poréwnawcza hybrydyzacja genomowa do mikromacierzy —array CGH

Nowoczesng odmiang metody CGH jest porownawcza hybrydyzacja genomowa
do mikromacierzy. Metoda ta opiera si¢ na podobnych zasadach jak klasyczna wersja
CGH, z ta roznica, ze mieszanina wyznakowanego DNA badanego i referencyjnego
hybrydyzuje do odpowiednio przygotowanej ptytki mikromacierzy, a nie do
chromosomow metafazowych (Schaeffer i wsp.; 2004). Wynik badania otrzymywany
jest przez pomiar intensywnosci fluorescencji obu fluorochroméw, pochodzacej od
konkretnych regionéw DNA umiejscowionych na mikromacierzy (Redon, Carter,
2009). Pomiar dokonywany jest przez laserowy skaner, a wyniki przetwarzane przez
specjalny program komputerowy. Ostateczna interpretacja odbywa si¢ przez
wprowadzenie wynikow do bazy danych, co pozwala na okreSlenie regionow, w
ktoérych doszto do delecji/duplikacji wraz z oceng ich patogennosci oraz lokalizacja
genodw/sekwencji znajdujacych si¢ w badanym regionie.

Mikromacierz to plytka z naniesionymi fragmentami sekwencji DNA. Wielko$¢
fragmentow osadzonych na ptytce moze by¢ rézna: od klonow typu BAC, do sekwencji
oligonukleotydowych i produktéw PCR (Redon, Carter, 2009). Dzigki rdznie
skonstruowanym mikromacierzom, od pokrywajacych caty genom po specyficzne dla
okreslonego regionu, metoda ta moze by¢ wykorzystywana zarowno jako metoda
skriningowa do poszukiwania nowych zmian typu delecji/duplikacji w caltym genomie,
jak i zmian tylko w wybranych miejscach. Rozdzielczo$¢ tej metody zalezy od
technologii mikromacierzy oraz jej przeznaczenia i wynosi od ~100 pz do 1-5 Mpz
(Coe i wsp., 2007). Coraz czgsciej stosowane sg mikromacierze specyficzne, stosowane
do identyfikacji zmian tylko w okreslonych genach, ktorych zmiany charakteryzuje
podobny fenotyp pacjenta. Mikromacierze typu ,,klinicznego” najczgsciej stosowane sg
w przypadku podejrzenia submikroskopowych zmian niewidocznych w analizie
kariotypu, czesto o charakterze polimorfizmu typu CNV (Stankiewicz, Beaudet, 2007).

Podobnie jak klasyczna wersja CGH, metoda ta nie pozwala na identyfikacje
zmian o charakterze zréwnowazonym. Ze wzgledu jednak na mozliwo$¢ identyfikacji
zmian mniejszych niz te, ktére mozna obserwowaé¢ w standardowej analizie kariotypu,
metoda ta znalazta zastosowanie takze w identyfikacji submikroskopowych zmian,
bedacych przyczyng niepowodzen cigzy (Menten i wsp., 2009; Warren i wsp., 2009).
Zmiany typu CNV identyfikowane w materiale z poronienia mogg mie¢ zarO6wno

charakter ,,tagodny”, czyli polimorfizmu, pozostajagcego bez wpltywu na fenotyp jak i
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»patologiczny”, ktory niesie za sobg konsekwencje kliniczne (Rajcan-Separovic i wsp.,
2010). Znalezienie zmian tego typu wymaga potwierdzajacego badania obojga
partnerow, w celu okre$lenia, czy zmiana wystgpita de novo, czy zostata odziedziczona
(Rajcan-Separovic, i wsp., 2010). Ze wzgledu na nadal wysokie koszty pojedynczej
analizy, nie jest to metoda stosowana w badaniach rutynowych, lecz czgsciej, jako
poglebienie lub uzupeinienie podstawowej diagnostyki. Z kolei skuteczno$¢ i
specyficznos¢ tej metody pozwala sadzi¢, ze w niedlugim czasie bedzie stopniowo

wypierata inne metody diagnostyczne.

155 Reakcja lancuchowa polimerazy (PCR) oraz jej odmiany

Techniki molekularne oparte na metodzie PCR znalazly wszechstronne
zastosowanie w diagnostyce chorob genetycznych: poczawszy od identyfikacji mutacji
na podstawie analizy produktu po reakcji, przez analizg ekspresji gendw, po mozliwosé
doktadnej analizy sekwencji (Stomski, Szalata, Wielgus, 2008). Modyfikacje metody
PCR, a takze laczenie jej z innymi technikami badawczymi, na przyklad z
hybrydyzacja, poszerzyto mozliwoséci diagnostyczne, pozwalajac niejednokrotnie na
kompleksowe badanie wybranych regionéw chromosomoéow. Rowniez w diagnostyce
prenatalnej oraz w badaniach nad genetycznymi przyczynami niepowodzen ciazy
techniki molekularne zyskuja coraz wigksze zainteresowanie. Mozliwo$¢ automatyzacji
metod, uzyskania wyniku w bardzo krotkim czasie oraz ich mniejsza czaso- i
pracochlonno$¢ w poréwnaniu do klasycznych technik cytogenetycznych sprawia, iz

coraz czesciej sg rutynowo wykorzystywane w laboratoriach diagnostycznych.

Ilosciowa fluorescencyjna PCR (QF-PCR)

Metoda QF-PCR polega na amplifikacji specyficznych tandemowych sekwencji
mikrosatelitarnych typu STR, usytuowanych w genomie w sposob rozproszony
(Adinolfi, Sherlock, Pertl, 1995). Sekwencje mikrosatelitarne wykazuja wysoki stopien
polimorfizmu genetycznego, najczgsciej wystepujac w uktadzie heterozygotycznym.
Sekwencje te wykorzystywane sa jako markery do identyfikacji liczby kopii danej
sekwencji.

W QF-PCR startery wyznakowane sg fluorochromem a reakcja ma najczgsciej
charakter ztozony. W jednej reakcji wykorzystuje si¢ kilka par starterow z réznymi
znacznikami fluorescencyjnymi. Jest to odmiana metody PCR multipleks z kombinacja

roznych par starteréw. Wynik badania opiera si¢ na analizie otrzymanych fragmentow,
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ktére musza zostaé rozdzielone na drodze elektroforezy kapilarnej. Tego typu
elektroforeza przeprowadzana jest na sekwenatorze kapilarnym, w ktorym
przetworzony sygnat fluorescencyjny, pochodzacych z analizowanych produktéw PCR,
pozwala na rozmieszczenie fragmentow zgodnie z ich wielkoscig. Otrzymany po
przetworzeniu komputerowym piktogram, dzieki kompatybilnym programom
komputerowym pozwala na analiz¢ produktéw PCR. Dzigki temu mozliwa jest ocena
liczby alleli dla kazdego markera, co odpowiada liczbie kopii danego chromosomu
(Mann i wsp., 2004).

QF-PCR jest metoda stosowang do tak zwanej ,szybkiej diagnostyki”
najczestszych aberracji liczbowych (Mann i wsp., 2004). Pozwala zaréwno na
identyfikacj¢ niezrownowazonych aberracji typu aneuploidia i triploidia, ale takze
pozwala na wykrycie przypadkéw mozaikowosci komorkowej, kontaminacji materiatu
komoérkami matczynymi o0raz odrdznienia izochromosomoéw od chromosomow
powstatych w wyniku fuzji centrycznej. Czulo$¢ tej metody wynosi 83-100%, a
specyficznos¢ prawie 100% (Shaffer, Bui, 2007).

PCR w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR)

W przeciwienstwie do konwencjonalnej techniki PCR, w ktorej zasadnicze
znaczenie ma jakos$¢ produktu, Real-Time PCR jest technikg oceniajacg przyrost ilosci
produktu w tak zwanym czasie rzeczywistym. Dzigki takiej technice mozliwe jest
okreslenie ilosci badanego DNA, czyli liczby kopii sekwencji, co pozwala na
identyfikacje roznego typu zmian, w tym o charakterze ploidii. W przeciwienstwie do
innych technik bazujacych na PCR, jest metoda bardzo czula, specyficzng i powtarzalng
(Dudarewicz i wspot., 2005). PCR w czasie rzeczywistym jest wykorzystywana
szczegblnie w badaniach ekspresji gendw, delecji/duplikacji genéw w chorobach
nowotworowych, badaniu metylacji, identyfikacji patogenéw, a nawet skutecznosci
dziatania lekow. Proby wykorzystania tej techniki podejmowano takze w przypadku
badan prenatalnych (Zimmermann i Dudarewicz, 2008).

Technika wymaga specjalnie skonstruowanego termocyklera, wyposazonego w
urzadzenie optyczne do wzbudzania fluorochroméw oraz detektora pomiaru poziomu
fluorescencji. W przeciwienstwie do tradycyjnej metody PCR, w tej metodzie
monitorowana jest ilos¢ amplifikowanego w kazdym cyklu produktu, w taki sposob,

zeby mozna bylo oceni¢ réznice ilo§ciowe migdzy probka badang a kontrolng (Traeger-
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Synodinos, 2006). Monitorowanie ilosci produktu mozna osiggna przy pomocg réznych
systemOow znakowania barwnikami fluorescencyjnymi lub interkalujagcymi, takimi jak
na przyktad bromek etydyny. W metodzie tej mozna réwniez wykorzystywaé roéznego
typy sondy, na przyktad: TagMan™, Molecular Beacons, Scorpions, czy HybProbes, co
rozwigzuje problem detekcji niespecyficznych produktow amplifikacji (Lipinski,
Zeyland, Stomski, 2008). Bez wzgledu na zastosowang metod¢ detekcji, po kazdym
cyklu reakcji zbierane sg dane, ktore pozwalaja na konstrukcje wykresu zaleznosci
wielkosci sygnatu od liczby cykli lub czasu (Lipinski, Zeyland, Stomski, 2008).

Metoda Real-Time PCR moze by¢ wykorzystywana w reakcjach typu
multipleks, gdzie amplifikowanych moze by¢ do czterech roznych sekwencji
(Dudarewicz i wsp., 2005, Zimmermann i Dudarewicz, 2008). Zaleta tej metody jest
takze niskie prawdopodobienstwo kontaminacji proby, ze wzgledu na zamknigty system
reakcji. Reakcja nie wymaga stosowania dodatkowych systeméw oceny produktow po
amplifikacji, wysokoplimorficznych sekwencji, a przebieg calej reakcji jest
obserwowany na biezaco.

Metoda Real-Time PCR byla wykorzystana do detekcji najczestszych
aneuploidii w badaniach prenatalnych, szczegdlnie trisomii 21 (Zimmermann,
Dudarewicz, 2008). Proby jej wykorzystywania podejmowano takze przypadku
diagnostyki preimplantacyjnej chorob o charakterze jednogenowym, w genotypowaniu

mutacji typu insercji lub delecji oraz mutacji punktowych (Traeger-Synodinos, 2006).

Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)

MLPA — technika wprowadzona przez Schoutena w 2002 podobnie jak Real-
Time PCR oraz QF-PCR nalezy do metod ilosciowych, opierajacych si¢ na detekcji
liczby kopii okreslonej sekwencji DNA (Shouten i wsp., 2002). MLPA taczy metode
hybrydyzacji sekwencji DNA badanego z sonda molekularng oraz amplifikacje
starterOw podczas reakcji PCR. Metoda obejmuje trzy etapy: denaturacje sekwencji oraz
sondy, co najmniej szesnastogodzinng hybrydyzacjg, ligacje zhybrydyzowanych sond
oraz PCR ze starterami znakowanymi fluorescencyjnie (Ryc. 1). Do kazdej badanej
sekwencji hybrydyzuja dwie sondy 0 specyficznej budowie. Jedna sonda, z wolnym
koncem 5°, sktada si¢ z sekwencji hybrydyzujacej do okreslonego fragmentu DNA oraz
z sekwencji komplementarnej do startera PCR, druga, z wolnym koncem 3’, posiada

natomiast jeszcze sekwencje dodatkowa, czyli tak zwang wstawke o réznej dtugosci. Po
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hybrydyzacji sondy ulegaja ligacji, a wytworzony w ten sposob tancuch DNA jest
matrycg do reakcji PCR. Dzieki temu, ze wszystkie sondy maja identyczne sekwencje
na swoich koncach 5’ 1 3’, reakcja PCR wymaga tylko jednej pary starterow, ktore
jednoczesnie ulegaja amplifikacji. Podczas jednej analizy mozemy réwnoczesnie badac
ponad czterdziesci roznych sekwencji. Wielko$¢ produktéw miesci si¢ w przedziale
pomie¢dzy okoto 130 a 480 nukleotydow (Shouten i wsp., 2002). Detekcja produktow
oparta jest na pomiarze fluorescencji podczas rozdziatu na sekwenatorze kapilarnym,
pozwalajac tym samym na ocen¢ iloSciowg produktéw po amplifikacji. Ostateczna
analiza wyniku odbywa si¢ przy uzyciu specjalnego oprogramowania, a nast¢pnie
normalizacji uzyskanych wynikéw w programie typu Microsoft Excel.

Metoda MLPA =znalazta szerokie zastosowanie w diagnostyce zmian typu
delecja/duplikacja. Komercyjne zestawy do MLPA wykorzystywane sg w diagnostyce
prenatalnej i postnatalnej, w identyfikacji przyczyn niepelnosprawnosci intelektualnej
oraz neurogenetyce, w diagnostyce aberracji chromosomowych, chorobach
jednogenowych i wieloczynnikowych, chorobach nowotworowych, analizie metylaciji,
analizie mRNA, nawet farmakogenetyce. Istnieje mozliwos¢ takze samodzielnego
zaprojektowania sond dla badanej sekwenc;ji.

W badaniach prenatalnych oraz w niepowodzeniach cigzy wykorzystuje si¢
najczesciej komercyjne zestawy do identyfikacji najczestszych aneuploidii: 13, 18, 21
oraz X, Y, a takze zestaw do identyfikacji zmian w sekwencjach subtelomerowych
(Diego-Alvarez i wsp., 2007, Kooper i wsp., 2009). Mimo wielu zalet, migdzy innymi
mozliwosci badania wielu probek podczas jednego eksperymentu, niewielkiej ilosci
DNA (nawet 20 ng), duzej czutosci i specyficznosci (odpowiednio 100% i 98%),
metoda wykrywa jedynie zmiany o charakterze niezrownowazonym, nie wykrywa
natomiast poliploidii, mozaikowos$ci oraz kontaminacji materialem matczynym (Bocian,

2007).
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Ryc. 1. Schemat reakcji MLPA (wg Laczmanska i Laczmanski, 2009).
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2. CELE PRACY

Cele pracy obejmowaty:

Ustalenie czgstosci wystgpowania aberracji chromosomowych u zarodka/ptodu,
jako przyczyny utraty cigzy oraz identyfikacj¢ wybranych chorob genetycznych
0 charakterze jednogenowym.

Oceng skutecznosci zastosowanych metod, takich jak: QF-PCR, MLPA, FISH
oraz array CGH w celu identyfikacji aberracji chromosomowych (liczbowych,
strukturalnych oraz submikroskopowych rearanzacji genomowych).
Zaproponowanie strategii diagnostyki genetycznej w przypadku par z

niepowodzeniami cigzy.
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3. PACJENCI, MATERIALY I METODY

Badania prowadzono na fragmentach kosmowki $wiezej lub utrwalone;,
pobranej od kobiet po niepowodzeniach cigzy. Dodatkowo, od pacjentek i ich

partnerow, pobrana zostata krew obwodowa w celu analizy kariotypu.

3.1. Pacjenci

Do badan zakwalifikowano kobiety z niepowodzeniami cigzy, u ktoérych
mozliwe bylo badanie kosmowki zabezpieczonej bezposrednio po poronieniu lub w
postaci utrwalonych w parafinie fragmentéw kosmowki. Lacznie zebrano materiat od
138 kobiet, przy czym w 5 przypadkach kosméwka pochodzita z dwoéch kolejnych
poronien, co lacznie stanowito 143 kosmowki. W przypadku 8 kosmowek materiat
pochodzit z kosméwki utrwalonej, w pozostatych 135 przypadkach byta to kosméwka
bezposrednio pobrana po niepowodzeniu cigzy. Badaniami objeto pacjentow Poradni
Genetycznej NZOZ Centrum Genetyki Medycznej Genesis w Poznaniu oraz Kliniki
Rozrodczosci UM w Poznaniu. Pacjentom przedstawiono wyniki badan genetycznych 1

udzielony im porady genetycznej (NZOZ CGM Genesis w Poznaniu).

3.2. Material biologiczny

W badaniach wykorzystywano glownie fragmenty cytotrofloblastycznej
warstwy kosmowki kosmatej (wtochatej), pobranej bezposrednio po poronieniu
samoistnym oraz utrwalone w postaci bloczkoéw parafinowych fragmenty kosmowki.

Materialem do badan molekularnych byl DNA wyizolowany z fragmentow
kosméwki. Do izolacji DNA potrzebne bylo, co najmniej 20 mg kosmoéwki w
przypadku kosmowki $wiezej oraz okolo 4-5 skrawkow z bloczkow parafinowych.

W badaniach cytogenetycznych metodg FISH wykorzystywano wyizolowane z
kosmoéwki jadra interfazowe. W przypadku kosmowki §wiezej do izolacji potrzebny byt
co najmniej 1cm? kosmowki §wiezej lub 4-5 skrawkow z bloczkow parafinowych.

Do analizy kariotypu partnerow wykorzystywano limfocyty krwi obwodoweyj.
Krew zylng w ilosci do 3-5 ml pobierano z zyly odtkociowej pacjentek i ich partnerow

do jalowych probowek z antykoagulantem.
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3.3. Odczynniki

Odczynniki stosowane w badaniach przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Odczynniki stosowane w badaniach.

Nazwa odczynnika Nazwa firmy
Agaroza Invitrogen™
Alkohol etylowy POCH™
Bromek etydyny Sigma™
Bydlgca surowica ptodowa FBS Biomed
Chlorek sodu POCH/Sigma
Cytrynian sodu Sigma™
DAPI Roth™
DABCO Roth™
Gliceryna POCH
EDTA Sigma™
Formaldehyd 35% Sigma™
GeneRuler™ 100-1000 pz Fermentas™
Giemsa Merck™
Kanamycyna Sigma™
KaryoMax GIBCO™
Chlorek potasu POCH
Ksylen POCH
Kwas octowy POCH
Lambda DNA/HindllI Feremntas™
LF-7 Biomed
Metanol POCH
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Chlorek magnezu Solis Biodyne

PBS Sigma™

Pepsyna Sigma™/ Kreatech Biotechnology
PHA-M Biological Industries

Ptyn Hanksa Biomed

Ptyn Parkera Biomed

Proteinaza K Sigma™

RNasa A Fermentas™

RPMI 1640 Sigma™

SDS Sigma™

Tiocyjanian sodu

Kreatech Biotechnology

Tris Sigma™
Trypsyna Biomed
pUC Mix 19-1118 pz Fermentas™

NP-40

Abott Molecular

3.4. Roztwory i podloza

Roztwory 1 podtoza stosowane w badaniach przedstawiono w Tabeli 3.

Wszystkie roztwory 1 podloza przygotowano z uzyciem wody destylowanej przy uzyciu

kolumny jonowymiennej firmy TKA oraz zestawu uzdatniajacego wod¢ TKA

MicroPure UF/UV.

Tabela 3. Roztwory i podtoza stosowane w badaniach

Nazwa Sklad
1% roztwor agarozy 0,5 g agarozy
50 ml 1x TAE
2% roztwor agarozy 3 g agarozy
150 ml 1X TAE
10% roztwor SDS 10 g SDS

100 ml HyOuest

M
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1x PBS

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

10,2 mM Na,HPO,
pH 7,3

Ix TAE

40 mM Tris-HCI
1 mM EDTA
pH 8,0

50x TAE

2 M Tris

5,71% kwas octowy
50 mM EDTA

pH 8,0

20x SSC

300 mM cytrianu sodu
3 M NaCl
pH 7,0

2x SSC

30 mM cytrynian sodu
300 mM NaCl
pH 7,0

0,4x SSC

6 mM cytrynian sodu
60 mM NaCl
pH 7,0

8% roztwor tiocyjanianu sodu

4 g tjocjanianu sodu
50 ml Hzodest

80% roztwor kwasu octowy

8 ml kwasu octowego
2ml Hzodest

Bromek etydyny

10 mg/ml

Bufor ptuczacy |

0,4xSSC
0,3% NP.-40
pH 7,0

Bufor ptuczacy 11

2x SSC
0,1% NP.-40
pH 7,0

Bufor prehybrydyzacyjny FFS

39 ml 1x PBS
1 ml formaldehydu 37%
0,18 g MgCl,

Bufor SE

75 mM NaCl
25 mM EDTA
pH 8,0

Bufor Sorensena

0,07 M KH; PO,
0,07 M Na, HPO,
1000 ml H,Ogest

DAPI/DABCO

25 mg/ml DABCO

0,5 mg/ml DAPI

100 ml 50% glicerolu w 1xPBS
pH 8,6

Kolcemid

1 ml kolcemidu 10ul/ml
4 ml Hzodest

Podtoze do hodowli limfocytéw

80 ml podtoza RPMI 1640

20 ml FBS (inakt. przez 45 min w temp. 56°C)
1,2 ml roztwory kanamycyny

3 ml roztworu PHA-M

Roztwor kanamycyny

10 mg kanamycyny
10 ml ptynu Hanksa
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Roztwor pepsyny 0,025% 50 wl pepsyny
50 ml 0,2 M HCI

Roztwor pepsyny 0,015% 75 mg pepsyny
50 ml 0.01 M HCI

Utrwalacz metanol 96%
kwas octowy 99,5%
w stosunku 3:1

3.5. Metody

3.5.1. Uzyskiwanie chromosoméw metafazowych do analizy

kariotypu

W analizie kariotypu wykorzystano standardowe procedury uzyskiwania
chromosoméw metafazowych z limfocytoéw krwi obwodowej (Rooney i Czepulkowski,
1986). Do zatozenia hodowli limfocytéw wykorzystywano krew peina, pobrang jatlowo
do proboéwek z heparynag litowa. Zakladanie hodowli odbywalo si¢ w warunkach
jatowych. Do jatlowych probowek hodowlanych dodawano po 5 ml medium do hodowli
o sktadzie: 8 ml podtoze RPMI 1640 (Sigma), 2 ml ptodowa surowica bydleca FBS
(Biomed), 0,3 ml mitogen LF-7 (Biomed), 0,12 ml kanamycyna (Sigma). Nast¢pnie do
kazdej probowki dodawano 0,4 ml krwi. Dla kazdego pacjenta zaktadano dwie hodowle
(I'i 1l seria). Hodowle prowadzono w cieplarce, w statej temperaturze 37°C przez 72
godziny. Godzing przed zakonczeniem hodowli dodawano do kazdej probowki 100 pl
kolcemidu KaryoMax (Gibco) o stezeniu 0,1 pg/ml hodowli. Po inkubacji probowki
wirowano 10 minut przy predkosci 1300 rpm, usuwano supernatant, zostawiajac 0,5 ml
nad osadem. Nastepnie komorki zawieszano w 7 ml chlorku potasu o stezeniu 0,75 M
(ogrzanego do temperatury 37°C) i inkubowano przez 20 — 30 minut w cieplarce (37°C).
Komérki ponownie wirowano przez 10 minut przy predkosci 1300 rpm a po wirowaniu
usuwano supernatant zostawiajac okoto 0,5 ml nad osadem. Po etapie rozpraszania
chromosomoéw metafazowych nastgpowal proces ich odbialczania 1 utrwalania.
Porcjami dodawano do probowek 6 ml utrwalacza (mieszanina metanol:kwas octowy w
stosunku 3:1), schtodzonego do temperatury -20°C. Nastepnie inkubowano przez 10-15
minut w temperaturze +4°C. Po inkubacji wirowano (10 minut, 1300 rpm) i usuwano
supernatant. Etap utrwalania, inkubacji i wirowania powtarzano jeszcze dwukrotnie, w
tych samych warunkach. Po ostatnim wirowaniu usuwano supernatant, zostawiajac

okoto 300 pl nad osadem. Na zimne, odtluszczone i mokre szkietko podstawowe,

43




Pacjenci, Materialy i Metody

ustawione pod katem 45°, nanoszono okoto 30 pl hodowli. Gegstos¢ preparatu
sprawdzano pod mikroskopem kontrastowo-fazowym.

Preparaty suszono w temperaturze pokojowej. Po uptywie okoto tygodnia
preparaty chromosomowe poddawano procesowi pragzkowania. Prazki GTG uzyskiwano
przez nadtrawianie chromosoméw przez okoto 40 sekund 0,25% roztworem trypsyny
(Biomed). Po trawieniu preparaty umieszczano w kolejno w trzech roztworach
phluczacych. Pierwszy roztwor to bufor Sérensena (mieszaniny buforéw fosforanowych
w stosunku 1:1), drugi roztwor sktadat si¢ z 40 ml ptynu Hanksa (Biomed), 40 ml ptynu
Parkera (Biomed) i 4 ml surowicy bydlecej FBS (Biomed), a trzeci z 80 ml ptynu
Parkera (Biomed). Strawione preparaty barwiono roztworem z barwnikiem Giemzy
przez okoto 3 minuty. Czas barwienia preparatow podlegat kazdorazowo kontroli. Po

barwieniu preparaty ptukano w wodzie destylowanej i suszono.

3.5.2. FISH

Izolacja jader interfazowych z kosmowki pobranej bezposrednio po poronieniu

Po poronieniu samoistnym pozyskany materiat biologiczny byt umieszczany w
jatowych plastikowych pojemnikach o pojemnosci 100 ml z ptynem Hanksa. W ciggu
24 godzin od pobrania izolowano jadra interfazowe z kosmowki. W pierwszym etapie
material przenoszono z pojemnika na jatowa szalke Petriego o §rednicy 14 cm z ptynem
Hanksa. Nastepnie kosmowke oczyszczano od sluzu szyjkowego, zlepow krwinek,
naczyn krwionos$nych i fragmentdw doczesnej przy uzyciu dwoch jatowych peset.
Odseparowang z pozyskanego materialu kosmowke przenoszono na kolejng jalowa
szalke Petriego o $rednicy 9 cm, ptukano ptynem Hanksa i oczyszczano z fragmentéw
innych tkanek. Proces powtarzano, az do uzyskania wolnych kosmkow. Kosmowke
oceniano pod inwertoskopem Olympus CK 40, pod powiekszeniem 4, 10 i 20-krotnym.
Czes¢ kosmowki umieszczano w proboéwce o pojemnosci 2 ml i przeznaczano do
izolacji DNA. W kolejnym etapie kosmowke umieszczano na szalce Petriego o $rednicy
6 cm i kroplami dodawano 4 ml hipotonicznego 1% roztworu cytrynianu sodu o
temperaturze 37°C. Kosmowke inkubowano przez 30 minut w inkubatorze Elkon, w
temperaturze 37°C. Po inkubacji roztwor cytrynianu sodu usuwano przez
odpipetowanie. Kosmowke utrwalano przez dodanie 4 ml utrwalacza (mieszanina
metanolu i kwasu octowego w stosunku 3:1). Proces utrwalania przeprowadzano

trzykrotnie, przy czym pierwszg porcje dodawano powoli kroplami, kolejne byly
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dodawane szybciej. Kosmowke z ostatnig porcja utrwalacza umieszczano w lodéwce w
temperaturze + 4°C na 10 minut. Po 10 minutach utrwalacz usuwano przez
odpipetowanie, a kosmowke podsuszano w temperaturze pokojowej. W celu uwolnienia
jader interfazowych do kosmowki kroplami dodawano 80% kwas octowy w ilosci 1000-
1500 pl. Proces uwalania kosmkéw obserwowano pod mikroskopem odwroconym. Po
4-5 minutach od dodania kwasu zawiesing z uwolnionymi jadrami przenoszono do
probowki. Probowki z zawiesing jader interfazowych przechowywano w temperaturze -

20°C.

Przygotowanie preparatéow z kosmowki pobranej bezposrednio po poronieniu do

fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ z sondami centromerowymi i specyficznymi

Zawiesing z jadrami interfazowymi w objetosci 200 pl przenoszono na szkietko
podstawowe umieszczone na plycie grzejnej Super-Nuova Barnstead Thermolyne o
temperaturze 42°C. Dla kazdej kosmowki przygotowywano cztery preparaty. Proces
rozpraszania polegal na przesuwaniu kropli po szkielku podstawowym przy uzyciu
pipety z sterylnym tipsem. Wysuszone szkietka podstawowe umieszczano na 4 min w
roztworze 2x SSC w temperaturze pokojowej. Nastepnie preparaty dehydratowano w
roztworach etanolu o wzrastajagcym stezeniu: 70%, 85% 1 96% przez okres 1 minuty w

temperaturze pokojowej. Po dehydratacji preparaty suszono w temperaturze pokojowej.

Izolacja jader interfazowych z kosmoéwki utrwalonej w postaci bloczkow
parafinowych

Z bloczkow parafinowych wycinano 4-5 skrawkéw przy pomocy sterylnego
skalpela jednorazowego. Skrawki umieszczano w probdéwce o pojemnosci 2 ml, po
czym dodawano 1,5 ml ksylenu. Probowki wirowano przez 20 minut, przy predkosci
12 000 obrotow na minute w wiréwce MiniSpin® Eppendorf. Po odwirowaniu, ksylen
odpipetowywano, a nast¢gpniec dodawano kolejng porcje ksylenu i1 powtarzano
wirowanie. Po odwirowaniu, ksylen odpipetowywano a skrawki rehydratowano w
roztworach etanolu o malejagcym stezeniu: 96%, 75%, 50%. Po dodaniu 1,5 ml etanolu
kazda porcje wirowano przez 10 min przy predkosci 12 000 obrotow na minute. Na
koniec do skrawkéw dodawano wode dejonizowano do objetosci 2 ml i wirowano przez

20 min przy predkosci 12 000 obrotow na minut¢. Po usunigciu wody skrawki
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podsuszano w temperaturze 37°C przez 15-20 minut na Termomikserze Comfort
Eppendorf. W kolejnym etapie do probowki dodawano 0,025% roztwor pepsyny, a
nastepnie trawiono w temperaturze 37°C w inkubatorze Elkon przez 20-60 minut. Co 10
minut probowke ze skrawkami i roztworem pepsyny intensywnie wytrzasano przy
uzyciu Vortex BVX-10 Biomix i kontrolowano stopien trawienia. Po trawieniu preparat
wirowano przez 10 minut przy predkosci 12 000 obrotéw na minutg. Do zatrzymania
procesu trawienia wykorzystywano roztwor 1x PBS. Do probowki dodawano
dwukrotnie roztwor 1x PBS 1 wirowano przez 5 minut przy predkosci 12 000 obrotow
na minut¢. Uzyskany po ostatnim wirowaniu osad zawieszano w 1,5 ml roztworu 1x

PBS. Zawiesing przechowywano w temperaturze - 20°C.

Przygotowanie preparatow z kosmowki pochodzacej z utrwalonych bloczkéw
parafinowych do fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ z sondami centromerowymi
I specyficznymi

Zawiesine w ilosci 200 pl nanoszono na szkietko podstawowe i suszono przez
calg noc. Dla kazdej probki przygotowywano cztery preparaty. Wysuszone preparaty
umieszczano na 10 minut w roztworze 2x SSC w temperaturze pokojowej. Nastepnie
umieszczano w 8% roztworze tjocyjanianu sodu ogrzanego do temperatury 80°C.
Inkubacja prowadzona byla w taZzni wodnej o temperaturze 80°C przez 30 minut. Po
inkubacji preparaty umieszczano w roztworze 2x SSC na okres 5 minut. Kolejnym
etapem byta dehydratacja w roztworach etanolu o zwigkszajacym si¢ stezeniu: 70%,
85%, 96% w temperaturze pokojowej przez okres 1 minuty. Po dehydratacji preparaty

suszono w temperaturze pokojowej.

Przygotowanie preparatow do fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ z sondami
subtelomerowymi

Zawiesine z jadrami interfazowymi w ilosci 200 pl przenoszono na szkietko
podstawowe, umieszczone na ptycie grzejnej o temperaturze 42°C. Jatowym tipsem
rozpraszano krople az do calkowitego wysuszenia. Preparaty do hybrydyzacji
przygotowywano wedlug zmodyfikowanej procedury producenta (Vysis Abort
Molecular), stosowanej w przypadku jednoczesnej denaturacji preparatu i sond.
Preparat umieszczano w roztworze 2x SSC ogrzanego do temperatury 37°C. Inkubacje

prowadzono w cieplarce w temperaturze 37°C. Po 10 minutach preparaty osuszano z

46



Pacjenci, Materialy i Metody

nadmiaru ptynu i przenoszono do roztworu prehybrydyzacyjnego FFS na 15 minut w
temperaturze pokojowej. Nastepnie przenoszono preparat do roztworu 1x PBS i
pozostawiono w temperaturze pokojowej na 5 minut. Kolejnym etapem bylto trawienie
w 0,015% roztworze pepsyny przez 30 min. Trawienie prowadzono w inkubatorze
Elkon w temperaturze 37°C. Preparat ptukano w roztworze 1x PBS przez 5 minut w
temperaturze pokojowej. Preparat suszono w temperaturze pokojowej, a nastepnie
dehydratowano w roztworach etanolu o zwigkszajacym si¢ stezeniu: 70%, 85%, 96% w
temperaturze pokojowej przez okres 1 minuty. Preparat suszono na ptycie grzejnej w

temperaturze 45°C.

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ z sondami centromerowymi i specyficznymi
Do hybrydyzacji wykorzystano sondy komercyjne Poseidon™ FISH Probe
Kreatech Diagnostic oraz Vysis Abort Molecular (Tabela 4). Denaturacja preparatu i
sondy odbywata si¢ jednoczesnie, zgodnie z instrukcja podang przez producenta sond
(Kreatech Diagnostic). Na kazdy preparat naktadano po 5 pl sondy, nast¢gpnie naktadano
szkietko nakrywkowe o wymiarach 22x22 mm i zaklejano Fixoguma. Denaturacje
prowadzono na plycie grzejnej Super-Nuova  Barnstead Thermolyne w temperaturze
75°C przez 5 minut. Sposob naktadania oraz rodzaje sond zostaly przedstawione w

tabeli 4. Preparaty hybrydyzowano przez cata noc w tazni wodnej w temperaturze 37°C.

Tabela 4. Rodzaje sond stosowanych do fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ.

Nazwa Chromosomy Rodzaje sond Fluorochrom

Preparat 1 X, Y, 18 Xcen (DXZ1) Zielony (Platinm Bright 495)
Ycen (DYZ3)! Czerwony (Platinum Bright 550)
18 (D1871)" Niebieski (Platinum Bright 415)

Preparat 2 13,21 13q14.2 (D13S1195-D13S810)" | Zielony (Platinm Bright 495)
21022.1 (RH 72110-RH 92717)" | Czerwony (Platinum Bright 550)

Preparat 3 15, 16 15cen (D152)" Zielony (Platinm Bright 495)
16cen (D16Z2)* Czerwony (Platinum Bright 550)

Preparat 4 22 22q11.2/22g13 Czerwony/Zeilony (Spectrum
TUPLE1(HIRA)/ARSA)? Orange/Spectrum Green)

'Poseidon™ FISH Probe Kreatech Diagnostics
2Vysis Abort Molecular

Po zakonczeniu hybrydyzacji preparaty plukano dwukrotnie. Po usunigciu
Fixogumy oraz szkietka nakrywkowego preparaty ptukano w buforze pluczacym I w

temperaturze 72°C przez 2 minuty, a nastgpnie przenoszono do buforu pluczacego II i
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ptukano dalej przez 1 minute w temperaturze pokojowej. Na koniec preparaty
dehydratowano w roztworach etanolu o zwigkszajacym si¢ stezeniu: 70%, 85%, 96% w
temperaturze pokojowej przez okres 1 minuty. Preparaty suszono w temperaturze
pokojowej. Po wysuszeniu naktadano 15 ul DAPI i1 naktadano szkietko nakrywkowe o
wymiarach 20x40 mm.

Analiza preparatéw po fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ

Preparaty analizowano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Axiophot
Zeiss oraz programu komputerowego CytoVision 7.0. Dla kazdego preparatu
analizowano, co najmniej 100 jader interfazowych, a w przypadku podejrzenia

mozaicyzm analizowano 200-300 jader.

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ z sondami subtelomerowymi

W hybrydyzacji wykorzystano komercyjny zestaw sond subtelomerowych
ToTelVysion™ Multi-color DNA Probe Mixture Vysis Abott Molecular. Opis sond
znajduje si¢ w Tabeli 5. Denaturacja preparatu i sondy odbywata si¢ jednocze$nie,
zgodnie z instrukcja podang przez producenta (Vysis abort Molecular). Na kazdy
preparat naktadano po 3 pl sondy, nastepnie naktadano szkietko nakrywkowe o
wymiarach 12 mm i zaklejano Fixogumg. Denaturacj¢ prowadzono na ptycie grzejnej
Super-Nuova™ Barnstead Thermolyne w temperaturze 70°C przez 5 minut.
Hybrydyzacje preparatow prowadzono przez calg noc w tazni wodnej w temperaturze

37°C w celu .
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Tabela 5. Sondy subtelomerowe Vysis wykorzystane w metodzie FISH

Nazwa Pozycja na chromosomie Locus
Zestaw 1 1p, 1q, Xp/Xq' CEB108/T7, D1S3738, DXYS129
Zestaw 2 2p, 2q, Xa/Yq' V1J yRM2052, D2S447, Z43206
Zestaw 3 3p, 3q, 22q" D3S4559, D354560, X58044
Zestaw 4 4p, 4q, 21q" GS10K2/T7, D4S2930, VIJ yRM2029
Zestaw 5 5p, 50° C84c11/T3, GS3508/T7
Zestaw 6 6p, 60, 139" 6PTEL48, VIJ yRM2158, D13S327
Zestaw 7 7p, 79, 14q" (G31341, STS2000H, sD1451420
Zestaw 8 8p, 8q, 17p’ D8S504, VIJ yRM2053, 282M15/SP6
Zestaw 9 9p, 99, 17q" 305J7-T7, D9S325, D17S928
Zestaw 10 10p, 10q, 15q" 796139, D10S2290, D15S936
Zestaw 11 11p, 11q, 18p" U12896, D11S1037, D18S552
Zestaw 12 12p, 12, 18q" 8M16/SP6, VIJ yrRM2196, D1851390
Zestaw 13 | 16p, 169° STSG608831;STSSG608938, 296319
Zestaw 14 | 19p, 19q, 19p13" 129F16/SP6, D19S238E
Zestaw 15 | 20p, 200° D20S1157, 20QTEL14

'Sondy wyznakowane fluorochromem (kolejno): zielonym (SpectrumGreen), czerwonym
(SpectrumOrange) i niebieskim (SpectrumAqua).

“Sondy wyznakowane fluorochromem (kolejno): zielonym (SpectrumGreen) i czerwonym
(SpectrumOrange).

Po zakonczeniu hybrydyzacji preparaty ptukano dwukrotnie. Po usunigciu
Fixogumy oraz szkietka nakrywkowego preparaty ptukano w buforze ptuczacym I w
temperaturze 73°C przez 2 minuty, a nastgpnie przenoszono do buforu pluczacego 1II 1
ptlukano dalej przez 1 minute w temperaturze pokojowej. Po wysuszeniu naktadano 15

ul DAPI i naktadano szkietko nakrywkowe o wymiarach 20x40 mm.

3.5.3. lzolacja DNA

Izolacja genomowego DNA z kosmowki metoda detergentowa

Do umieszczonej w proboéwce kosmowki w ilosci 100-200 mg dodawano
roztwor 1x PBS do objgtosci 2 ml, a nastgpnie wirowano przez 10 minut przy predkosci
6000 obrotéw na minute. Po odwirowaniu i zlaniu roztworu, do proboéwki dodawano
bufor SE do objetosci 1 ml, proteinaze K (10 mg/ml) w ilosci 30 ul oraz 400 pul 10%
roztworu SDS. Probowke inkubowano przez 1-2 godziny w temperaturze 56°C na
termomikserze Comfort Eppendorf. Po inkubacji dodawano 200 pl 5M roztworu NaCl i
wirowano przez 10 minut przy predkosci 12 000 obrotow na minute. Etap powtarzano
dwukrotnie. Po drugim wirowaniu supernatant przenoszono do probéwki o pojemnosci
15 ml i dodawano 6 ml 96% schiodzonego etanolu w celu wytracenia DNA. Wytracony
DNA przenoszono do probowki o pojemnosci 1,5 ml, dodawano 500 pl 75% etanolu, a

nastepnie wirowano przez 5 minut przy predkosci 9600 obrotow na minute. Po
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wirowaniu, etanol usuwano, a DNA suszono na termomikserze przez okoto 30 minut w

temperaturze 37°C. DNA rozpuszczano w 500 pl wody dejonizowane;.

Izolacja genomowego DNA z kosméwki z zestawem innuPrep DNA Mini Kit
Analityk Jena

Zestaw innuPrep DNA Mini Kit ma zastosowanie do izolacji niewielkich
fragmentéw tkanek (do 40 mg) oraz tkanek utrwalonych, pochodzacych z bloczkow
parafinowych. Zestaw wykorzystano do izolacji kosméwki pobranej bezposrednio po
poronieniu jak i utrwalonej. Izolacja DNA odbywata si¢ zgodnie z instrukcja
producenta zestawu innuPrep DNA Mini Kit (Analityk Jena).

Pomiar ilo$ci i ocena jakosci DNA

Oceng jakoSciowa wyizolowanego DNA dokonywano przez rozdzial
elektroforetyczny DNA w obecnosci standardu wielkosci Lambda DNA/HindIII
(Fermentas). Elektroforeze prowadzono w 1% zelu agarozowym w buforze 1x TAE,
zawierajacym 1 pg/ml bromku etydyny, przy napieciu 40V, przez 3 godziny. Rozdziat
elektroforetyczny oceniano w §wietle UV za pomoca systemu do dokumentacji zeli Gel
Doc™2000 (BioRad).

Pomiar stezenia genomowego DNA dokonywano przez pomiar

spektrofotometryczny absorpcji $wiatta UV, wodnego preparatu DNA przy dlugosciach
fal 260, 280 przy pomocy spektrofotometru Nanodrop 2000 Thermo Scientific.

Oczyszczanie DNA z uzyciem fenolu, choloroformu i alkoholu izoamylowego

Jezeli preparaty wykazywaty wysoki stopief zanieczyszczenia biatkami (A2eo
/ Azgo°1, 8), co wptywato na przebieg reakcji PCR, preparaty doczyszczano przy uzyciu
mieszaniny fenolu, chloroformu i alkoholu izoamylowego. Do probowki z wodnym
roztworem DNA dodawano réwng ilo$¢ mieszaniny fenolu, chloroformu 1 alkoholu
izoamylowego (stosunek objetosciowy 25:24:1). Proby wirowano w temperaturze
pokojowej przez 10 min przy predkosci obrotow 4000 na minute. Po wirowaniu fazg
wodng zbierano 1 przenoszono do nowej probowki, do ktorej dodawano 3M roztwor
octanu sodu w ilosci 0,1 objetosci oraz 2,5 objetosci 96% etanolu. Po wymieszaniu
sktadnikow przez 5 sekund przy uzyciu proby pozostawiano na suchym lodzie przez 15

minut. Po uplywie czasu proby wirowano przez 30 minut w temperaturze 4°C przy
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predkosci 12 000 obrotdow na minute. Po wirowaniu supernatant zlewano a osad
suszono na termomikserze w temperaturze 37°C przez 15 min, a nastgpnie rozpuszczano

w wodzie dejonizowane;.

3.5.4. MLPA
W reakcji MLPA stosowano zestawy komercyjne firmy MRC-Holland:

zestaw P095 do identyfikacji aneuploidii chromosomow pary 13, 18, 21, X 1Y, zestaw
P036 i PO70 do identyfikacji zmian w regionach subtelomerowych wszystkich
chromosomow oraz zestaw P245 do identyfikacji zespotow
mikrodelecji/mikroduplikacji 1 P373 dla regionu krytycznego zespotu Wolfa-
Hirschhorna.

Reakcje MLPA przeprowadzano zgodnie z instrukcjg producenta MRC-Holland.
W kazdym doswiadczeniu reakcje przeprowadzano na 8-16 probach. Zestaw prob dla
kazdego do$wiadczenia stanowily proby badane oraz cztery proby kontrolne. Proby
kontrolne stanowily: kontrola pozytywna (DNA ze znang wcze$niej aneuploidig) oraz
kontrole negatywne (DNA prawidtowe od trzech zdrowych os6b). Stezenie DNA prob
w reakcji wynosito 50-150 ng. Przebieg reakcji MLPA przedstawiono w Tabeli 6.

Tabela 6. Etapy reakcji MLPA

Etapy reakcji Temperatura Czas

Hybrydyzacja:

e Denaturacja DNA 1. 98°C 5 minut

e Schiodzenie prob 2. 25°C 1 minut

e Denaturacja sond 3. 95°C 1 minuta

e Hybrydyzacja 4. 60°C 16 godzin

Ligacja:

e  Schlodzenie prob 5. 54°C ~

e Ligacja 6. 54°C 15 minut

e Inaktywacja ligazy 7. 98°C 5 minut

e  Schtodzenie prob 8. 4°C ~

Reakcja PCR:

o Dodawanie mieszaniny reakcyjnej | 9. 60°C 2-3 minuty

e Denaturacja 10. 35 cykli:

e  Wigzanie starterow e 05°C 30 sekund

e Synteza e 60°C 30 sekund

e  Synteza kofcowa e 72°C 60 sekund

e Schiodzenie prob 11.72°C 20 minut
12.4°C ~
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Produkty po reakcji poddawano wstepnej ocenie poprzez rozdziat
elektroforetyczny w 2% zelu agarozowym w buforze 1xTAE pod napigciem 180V przez
30 minut (2 pl produktu mieszano przed natozeniem na zel z 3 ul buforu
obcigzajacego). Zel agarozowy z bromkiem etydyny (1 pg/ml) analizowano w $wietle
UV. Obraz utrwalano przy pomocy systemu do dokumentacji zeli (GelDoc 2000,
Biorad).

Po wstepnej ocenie produkty poddawano rozdziatowi elektroforetycznemu na
sekwenatorze kapilarnym Genetic Analyser ABI Prism 3130XL (Applied Biosystems)
w laboratorium komercyjnym Wydziatowej Pracowni Technik Biologii Molekularne;j
UAM w Poznaniu. Elektroforez¢ prowadzono z standardem wielko$ci LIZ600.

Analizg reakcji przeprowadzano z uzyciem programu PeakScanner Softver v.1.0
(Applied Biosystem). Uzyskane dane analizowano z wykorzystaniem programu
Microsoft Excel. Normalizacja wynikow uzyskanych po reakcji MLPA przebiegata
zgodnie z zaleceniami producenta. Ocen¢ pomiaru intensywnos$ci fluorescencji
produktéw po reakcji dokonywano poprzez analize powierzchni piku w procesie
normalizacji wewnetrznej oraz normalizacji zewnetrznej miedzy probg badang a
probami kontrolnymi (referencyjnymi). Wewnetrzna normalizacja polegata na podziale
powierzchni kazdego piku przez sume powierzchni wszystkich pikéw w jednej probce.
W nastgpnym etapie normalizacja zewnetrzna polegala na podziale warto$ci uzyskanej
dla kazdego piku przez §rednig wartos¢ uzyskang dla wszystkich prob kontrolnych.

W przypadku zestawu P095 wewngtrzna normalizacja prowadzona byla dla
kazdego bloku sond (13, 18, 21, X, Y) oddzielnie i polegata na podziale warto$ci
powierzchni kazdego piku przez sumg¢ wartosci pikow przylegtych. Wartosci dla
produktéw pochodzacych z chromosomow X 1 Y byly uzyskiwane przez podziat
wartos$ci powierzchni piku przez sume wartosci powierzchni pikéw pochodzacych od
chromosomow autosomalnych. W przypadku zewnetrznej normalizacji, wynik
uzyskiwano poprzez podziat wartosci kazdego piku przez $rednig warto$¢ uzyskana dla
wszystkich prob w dos§wiadczeniu. Poniewaz w przypadku tego zestawu oceniano takze
aneuploidie chromosoméow X i Y, zawsze porownywano proby pochodzace z
zarodkow/plodow tej samej plci (zenskie z zenskimi, a meskie z meskimi).

Wartosci pikéw prawidlowych miescity si¢ w granicach 0.7-1.3. Wartosci

niemieszczace si¢ w tych granicach uznawano za nieprawidlowe. Wyniki uzyskane dla
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pikow, ktére osiggnelty wartos¢ powyzej 1.3 uznawane byty za duplikacje regionie,

natomiast ponizej 0.7 za delecje w danym regionie chromosomu.

Zestaw P095-A2 Aneuploidy

Zestaw P095-A2 shuzy do identyfikacji najczestszych aneuploidii, ktore
wykrywane sg w okresie prenatalnym. Zestaw ztozony jest z 36 sond hybrydyzujacych
do chromosoméw pary 13, 18, 21, X 1 Y. Do kazdego chromosomu hybrydyzuje 8
roznych sond, z wyjatkiem chromosomu Y, do ktérego hybrydyzuja tylko 4 sondy.
Wielkos¢ produktow po amplifikacji, geny, ktorych regiony ulegaja amplifikacji oraz
locus dla hybrydyzujacej sondy przedstawiono w Tabeli 7.

Tabela 7. Zestaw MLPA P095. W Tabeli przedstawiono wielko$¢ produktu, locus badanego genu oraz
badany ekson.

Wielko$¢ produktu

Lp. w nt Gen Locus
1 136 SIM2 21022.13
2 142 SMAD4 18921.2

3 148 ABCC4 13932

4 154 AR Xql2
5 160 SRY Ypl1.31
6 166 NCAM2 21g21.1
7 172 PMAIP1 18g21.32
8 178 CCNA1 13912.3
9 184 ACSL4 Xq22.3
10 193 SRY Ypl1.31
11 202 USP25 21g21.1
12 211 SS18 18911.2
13 220 RB1 13914.2
14 229 ARX Xp21.3
15 238 uTyY Yqll.21
16 247 STCH 21g11.2

17 256 NFATC1 18923
18 265 DACH1 13921.32
19 274 TMA4SF2 Xpll.4
20 283 ZFY Ypl11.31
21 292 SOD1 21g22.11
22 301 TYMS 18p11.32

23 310 ARHGEF7 13934

24 319 L1CAM Xq28
25 337 APP 21g21.3
26 346 SERPINB?2 18021.33
27 355 BRCA2 13g13.1
28 364 RPS6KA3 Xp22.12
29 382 TFF1 21922.3
30 391 SS18 18911.2
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31 400 DLEU1 13914.3
32 409 AIFM1 Xq25
33 427 TIAM1 21922.11
34 436 MC2R 18pl11.22
35 445 ING1 13934
36 454 DMD Xp21.2

Zestaw P036-E1Human Telomere-3 i P070-B1Human Telomere-5

Zestawy PO036 1 PO070 shuza do identyfikacji zmian w regionach
subtelomerowych chromosomoéw. Zestawy zaprojektowane zostaly w ten sposob, ze
zawieraja po 46 sond subtelomerowych, po dwie sondy dla kazdego chromosomu oraz
dodatkowa sond¢ dla regionu nietelomerowego chromosomu Y. Zestawy te sa
przeznaczone przede wszystkim identyfikacji zmian, ktére moga by¢ przyczyna
niepelnosprawnosci intelektualnej. Ze wzgledu jednak na mozliwos¢ detekcji zmian
niezrownowazonych o charakterze delecji lub duplikacji, dotyczacych dystalnych
odcinkow ramion p 1 q wszystkich chromosoméw, znalazty zastosowanie do
identyfikacji aneuploidii chromosomowych oraz niezrbwnowazonych aberracji
strukturalnych (translokacji, delecji/duplikacji). Duplikacja lub delecja obu sond na tym
samym chromosomie moze wskazywa¢ na wystepowanie aneuploidii (odpowiednio
monosomii lub trisomii). Geny, ktorych regiony ulegaja amplifikacji wraz z wielko$cig
produktow oraz locus dla hybrydyzujacej sondy przedstawiono dla obu zestawow w

Tabelach 8 i 9.

Tabela 8. Zestaw MLPA P036. W Tabeli przedstawiono wielkos¢ produktu, locus badanego genu oraz
badany ekson.

Wielkos¢

Lp produktu w nt Gen Ekson Locus
1 130 TNFRSF4 5 1p36.33
2 136 ACP1 1 2p25.3
3 142 CHL1 5 3p26.3
4 151 PIGG 7h 4p16.3
5 158 PDCD6 6 5p15.33
6 166 IRF4 2 6p25.3
7 172 ADAP1 4 7p22.3
8 179 FBX025 9 8p23.3
9 186 DMRT1 2 9p24.3
10 193 DIP2C 4 10p15.3
11 202 RIC8B 3 11p15.5
12 208 SLC6A12 19 12p13.33
13 219 PSPC1 2 13911
14 227 CCNBL1IP1 4 14g11.2
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15 235 MKRN3 1 15911.2
16 242 POLR3K 16p13.3
17 250 RPH3AL 5 17p13.3
18 258 USP14 7 18p11.32
19 265 CDC34 5 19p13.3
20 274 SOX12 1 20p13
21 283 RBM11 1 21q11.2
22 289 BID 4 22q11.21
23 298 SHOX 4 Xp22.33PAR
24 307 SH3BP5L 5 1g44
25 313 CAPN10 3 2037.3
26 322 BDH1 4 3929
27 330 TRIML2 2 4935.2
28 337 GNB2L1 6 5035.3
29 346 PSMB1 5 6927
30 355 VIPR2 3 7936.3
31 361 ZC3H3 2 8924.3
32 37 EHMT1 23 9934.3
33 379 PAOX 3 10926.3
34 386 NCAPD3 2 11925
35 395 ZNF10 5 12924.33
36 402 F7 6 13934
37 411 MTA1 8 14932.33
38 418 ALDH1A3 11 15026.3
39 426 GAS8 6 16924.3
40 434 TBCD 18 17925.3
41 441 C18orf22 4 18923
42 450 CHMP2A 6 19013.43
43 458 OPRL1 3 20913.33
44 466 PRMT2 4 21922.3
45 475 RABL2B 9 22013.33
46 483 VAMP7 4 Xq28PAR

Tabela 9. Zestaw MLPA P070. W Tabeli przedstawiono wielko$¢ produktu, locus badanego genu oraz

badany ekson.

Wielkos$¢

Lp. produktu w nt Gen Ekson Locus
1 132 SH3BP5L 3 1944
2 139 ATG4B 7 2q37.3
3 145 KIAA0226 22a 3g29
4 152 FRG1 1 4qg35.2
5 160 GNB2L1 2 5q35.3
6 166 TBP 2 6927
7 172 VIPR2 2 7036.3
8 179 RECQL4 17 8q24.3
9 186 EHMT1 10 9g34.3
10 193 ECHS1 8 10926.3
11 202 IGSF9B 20 11925
12 211 ZNF10 5 12024.33
13 218 CDC16 8 13934
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14 226 MTAL 7 14932.3
15 233 TM2D3 3 15926.3
16 241 GAS8 11b 16924.3
17 250 SECTM1 4 17925.3
18 258 CTDP1 8 18923
19 265 CHMP2A 3 19913.43
20 274 UCKL1 6 20913.33
21 281 S100B 2 21922.3
22 290 ARSA 1d 22913.33
23 298 VAMP7 8 X028
24 306 TNFRSF18 4b 1p36.33
25 315 ACP1 5 2p25.3
26 323 CHL1 3 3p26.3
27 329 PIGG 7 4p16.3
28 337 CCDC127 3 5p15.33
29 346 IRF4 3 6p25.3
30 355 UNC84A 3 7p22
31 362 FBX025 8 8p23.3
32 370 DOCKS8 23 9p24.3
33 379 ZMYND11 2a 10p15.3
34 387 BET1L 3b 11p15.5
35 393 JARID1A 23 12p13.33
36 402 PSPC1 1 13g11
37 409 PARP2 16 14911.2
38 418 NDN 1 15911.2
39 427 DECR2 9 16p13.3
40 436 RPH3AL 2 17p13.3
41 444 THOC1 21 18p11.32
42 450 PPAP2C 7 19p13.3
43 459 ZCCHC3 1 20p13
44 466 HSPA13 2 21q11.2
45 478 IL17RA 4 22q11.1
46 484 SHOX 5 Xp22.33

Zestaw P245-A2

Zestaw P245 zostat zaprojektowany do identyfikacji delecji lub duplikacji w
regionach genéw zwigzanych ze znanymi zespotami mikrodelecyjnymi lub
mikroduplikacyjnymi. Kazdy zestaw zawiera 49 sond dla 20 réznych zespolow oraz
sonde¢ kontrolng (Xp21.2). Sondy s3 zaprojektowane do regiondéw krytycznych
nastepujacych zespotow: delecja 1p36 (sondy), mikrodelecja 2p16, mikrodelecja 3q29,
mikrodelecja 9922.3, delecja 15924, mikrodelecja 17g21, delecja 22q13/zesp6t Phelan-
McDermid, zespot Cri du Chat 5pl5, zespdt DiGeorga (region 22ql1l oraz 10pl5),
zespot Langera-Giediona 8q24.12, zesp6t Millera-Diekera 17p13.3, mikrodelecja NF1
17q11.2, zespot Pradera-Willego/Angelmana 15q12, duplikacja w regionie genu
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MECP2 (Xq28), zespot Rubinsteina-Taybiego 16p13.3, zespot Smith-Magenis 17p11.2,
zespot Sorosa 5q35.3, zespot WAGR 11p13, zesp6t Williamsa 7q11.23, zesp6t Wolfa-
Hirschhorna 4p16.3 (Tabela 10).

Tabela 10. Zestaw MLPA P245. W Tabeli przedstawiono wielko$¢ produktu, locus badanego genu oraz

badany ekson.
Wielko$¢ produktu

Lp. w nt Gen Ekson Locus
1 297 DMD 35 Xp21.2
2 184 MECP2 4 Xq28
3 148 MECP2 4 XQ28
4 202 MECP2 1 Xqg28
5 130 TNFRSF4 5 1p36.33
6 178 GNB1 3 1p36.33
7 166 GABRD 2 1p36.33
8 267 FANCL 5 2pl6.1
9 484 REL 11 2p16.1
10 355 DLG1 23 3029
11 418 DLG1 3 3029
12 232 LETM1 3 4p16.3
13 445 WHSC1 9 4p16.3
14 437 TERT 3 5p15.33
15 283 CLPTM1L 2 5p15.33
16 153 NSD1 17 5035.3
17 454 NSD1 22 5035.3
18 310 ELN 1 7q11.23
19 364 ELN 20 7q11.23
20 391 LIMK1 4 7q11.23
21 401 TRPS1 1 8g24.11
22 427 EIF3H 8 8g24.11
23 319 TGFBR1 7 9g22.33
24 409 TGFBR1 8 9g22.33
25 136 GATA3 1 10p15.1
26 349 Hs.538604 down 10p15.1
27 220 PAX6 5 11p13
28 214 NDN 1 15q11.2
29 246 SNRPN 3 15q11.2
30 292 SNRPN 8 15q11.2
31 160 UBE3A 7 15q11.2
32 190 SEMAT7A 8 15g24.1
33 326 CYP1Al 2 15q24.1
34 172 CREBBP 1 16p13.3
35 142 PAFAH1B7 3 17p13.3
36 238 PAFAH1B1 7 17p13.3
37 466 RAIL 1 17p11.2
38 274 LRRC48 6 17p11.2
39 304 LLGL1 4 17p11.2
40 260 NF1 12 17q11.2
41 335 NF1 20 17q11.2
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42 474 CRHR1 8 17921.31
43 226 MAPT 11 17g21.31
44 341 MAPT 13 17g21.31
45 196 CLDN5 AB-region 22q11.21
46 208 GP1BB AB-region 22g11.21
47 373 SNAP29 CD-region 22g11.21
48 254 SHANK3 17 22013.33
49 382 SHANK3 22 22013.33

Zestaw MLPA P373-Al

Zestaw P373-A1 stuzy do szczegotowej identyfikacji 5 zespoldow
mikrodelecji: 1p36 (13 sond), 329 (8 sond), zespotu Wolfa-Hirschhorna 4p (10 sond),
zespotu Cri-du-chat 5p (9 sond) i zepotu Phelan-Mcdermid 22913 (10 sond). Zestaw
zostal zastosowany do potwierdzenia duplikacji w regionie 4p16.3, krytycznym dla
zespolu Wolfa-Hirschhorna, ktora zostala zidentyfikowana metodg array CGH.

Szczegotowy uktad sond dla tego regionu przedstawiono w Tabeli 11.

Tabela 11. Fragment zestawu MLPA P373. W Tabeli przedstawiono geny analizowane w regionie
krytycznym dla Wolfa-Hirschhorna 4p16.3.

Wielko$¢ produktu
Lp. w nt Gen Locus
1 122 SPON2 4p16.3
2 154 PIGG 4p16.3
3 160 FGFRL1 4p16.3
4 202 FGFR3 4p16.3
5 208 WHSC1 4p16.3
6 234 WHSC1 4p16.3
7 274 GAK 4p16.3
8 418 WHSC1 4p16.3
9 453 WHSC1 4p16.3
10 463 WHSC2 4p16.3

3.55. QF-PCR

Reakcje QF-PCR przeprowadzano dla wybranych sekwencji STR
chromosomow pary: 13, 15, 16, 18, 21, 22. Sekwencje starterowe zostaty zaczerpnigte z
pismiennictwa (Diego-Alvarez i wsp, 2005) i przedstawione w Tabeli 12. Startery
zostaly wyznakowane odpowiednimi fluorochromami. Wybrano sekwencje starterowe o
wysokim stopniu heterozygotycznosci w populacji i o roéznych powtérzeniach

nukleotydowych typu STR..
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Tabela 12. Markery STR stosowane w reakcji QF-PCR.

Marker Znacznik Sekwencja starterowa Wielkos¢ | Typ Locus
(p2)
Mieszanina A
AMXY 6-FAM 106(X)/ - Xp22.1-
niebieski | F 5’- 112 (Y) 22.3/
CCCTGGGCTCTGTAAAGAATAGTG- Ypll.2
3’
R5’-
ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG-
3’
D18S535 PET 130-154 | Tetra | 18ql12.3
czerwony | F5’>-TCATGTGACAAAAGCCACAC-3’
R 5%-
AGACAGAAATATAGATGAGAATGC
A-3’
D13S631 NED 195-215 | Tetra | 13032.2
761ty F 5-GGCAACAAGAGCAAAACTCT-
3’

R 5’-TAGCCCTCACCATGATTGG-3”

D21S1414 VIC 344-364 | Tetra | 21921.1
zielony | F 5’-
AAATTAGTGTCTGGCACCCAGTA-3’

R 5-
CAATTCCCCAAGTGAATTGCCTTC-
37

Mieszanina B

D16S539 PET 145-169 Tetra | 16g24.1

Czerwony | F 5’-GATCCCAAGCTCTTCCTCTT-3”

R 5’-ACGTTTGTGTGTGCATCTGT-3

D15S123 NED 188-206 Di 15921.1
76ty F 5’-AGCTGAACCCAATGGACT-3’

R 5’-TTTCATGCCACCAACAAA-3’

D225280 VIC 216-228 Di 22q12.3
zielony | F 5’-GCTCCAGCCTATCAGGATG-3’

R 5-
GATTCCAGATCACAAAACTGGT-3’

DXS1002 6-FAM 266-274 Di Xq21.2
F5’-CTGCTACCCTTTAGTTCTCTC-3’

R 5’-TCCATGTTGCTGCGAA-3’

W reakcji PCR wykorzystano zestaw Qiagene Type-it® Microsatellite PCR
dla metod typu multipleks, zawierajacy: 2x Type-it Multiplex PCR Master Mix

59




Pacjenci, Materialy i Metody

(polimeraza DNA HotStarTaq Plus, 6 mM MgCl; cztery dNTP), bufor Q-solution oraz
wod¢ wolna od RNazy.
Stezenie genomowego DNA w reakcji wynosito okoto 50-100 ng, zgodnie z

zaleceniami producenta. Sktad mieszaniny reakcyjnej zostat przedstawiono w Tabeli 13.

Tabela 13. Sktad mieszaniny reakcyjnej w metodzie QF-PCR

Skladnik mieszaniny reakcyjnej Objetosé (1 reakcja) w pnl
2x Type-it Multiplex PCR Master Mix 5
Startery A/B 0,2uM 1
Genomowe DNA ~ 50-100 ng 4
Catkowita objetos¢ reakcji 10

Calkowita objetos¢ reakcji wynosita 10 ul. W przypadku stosowania
mnigjszej objetosci niz 25 ul stosunek objetosci 2x Type-it Multiplex PCR Master Mix
do mieszaniny starterow i1 genomowego DNA powinien wynosi¢ 1:1. Dla kazdej proby
przeprowadzano dwie reakcje Multipleks PCR z dwoma réznymi grupami starteréw. W
reakcji A uzyto mieszaniny starterow dla chromosomow pary X 1 Y, 18, 13 1 21,
natomiast w reakcji B znajdowata si¢ mieszanina starterow dla chromosomow pary 16,
15, 22 1 X. Obie reakcje przebiegaly w takich samych warunkach. Warunki reakcji PCR

przedstawione zostaly w Tabeli 14.

Tabela 14. Warunki reakcji QF-PCR

Etap reakcji Temperatura Czas Cykle
Aktywacja polimerazy 95°C 10 minut 1
Denaturacja 94°C 15 sekund
Wigzanie starteréw 53°C 40 sekund 25
Synteza 72°C 40 sekund
Synteza koricowa 72°C 7 minut 1

Analiza produktow po reakcji

Produkty po QF-PCR byty rozdzielane na sekwenatorze kapilarnym Genetic
Analyser ABI Prism 3130XL (Applied Biosystems) w laboratorium komercyjnym
Wydziatlowej Pracowni Technik Biologii Molekularnej UAM w  Poznaniu.
Elektroforeze prowadzono z standardem wielkosci LIZ600.

Ocena produktéw odbywata si¢ przy uzyciu programu PeakScanner Software

v.1.0. Analizowano wielko$¢ pikow, liczbe oraz stosunek wielkosci pikow
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pochodzacych od jednego markera STR. Obecnos$¢ dwodch pikow dla jednego markera
zblizonej  wielko$ci  oznaczata  wystepowania w  danym  locus  dwoch
heterozygotycznych alleli. Trzy piki o zblizonych wielkosciach w danym locus
oznaczaly wystepowanie trisomii (stosunek pikéw 1:1:1 — wzor trisomii trojalleliczny),
podobnie, jesli wystepowaly dwa piki o réoznych wielkos$ciach (stosunek pikow 2:1 —
wzor trisomii dwualleliczny), ktorych stosunek wysoko$ci miescit si¢ w przedziale
<0.65 lub >1.8. W przypadku wystepowania triploidii, wszystkie piki przedstawiaty
wzor trisomiczny (dwu- lub trojalleliczny). Monosomi¢ chromosomu X identyfikowano
przy wystepowaniu pojedynczego piku dla markera AMXY oraz DXS1002. W innych
przypadkach wystepowanie pojedynczego piku oznaczato obecno$¢ w okreslonym

locus homozygotycznych alleli (dwoch lub trzech).

3.5.6. Array CGH

CGH do mikromacierzy przeprowadzono na platformie NibleGen CGH
12x135K firmy Roche. Wszystkie odczynniki stosowane w reakcji pochodzity z
gotowego zestawu tego producenta. Badania mikromacierzowe zostaty przeprowadzone

w NZOZ Centrum Genetyki Medycznej Genesis w Poznaniu.

Znakowanie

Pierwszy etap obejmowat znakowanie barwnikami fluorescencyjnymi Cy3 i
Cy5 DNA pochodzacego z kosmowki oraz DNA referencyjnego (prawidtowego). W
pierwszym przypadku badany DNA o stezeniu 1 pg taczono z 40 pl Cy3 i uzupetniano
do 80 pul wodg. Tak samo postepowano z DNA referencyjnym, ktory taczono z Cys5.
Proby denaturowano w termocyklerze w 98°C przez 10 minut. Po wyjeciu z
termocyklera proby natychmiast wstawiano do lodowatego statywu na 2 minuty. Po
dwoch minutach dodawano do prob 20 pl mieszaniny skladajacej si¢ z dNTP,
fragmentu Klenowa (3’->5’ exo-) oraz wody wolnej od nukleaz, a nast¢pnie mieszano
oba sktadniki przez pipetowanie. Poprzez krotkie wirowanie w mikrowirowce
mieszanina opadata na dno probowki, a nastepnie inkubowano j3 przez 2 godziny w
37°C w termocyklerze. Po inkubacji wyznakowany DNA wytracano z roztworu. Przed
wytragcaniem dodawano po 10 0,5M EDTA, aby zatrzymac reakcj¢, a nast¢pnie
dodawano 11,5 ul 5M NaCl. W kolejnym etapie dodawano catg objetos¢ mieszaniny do
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wczesniej przygotowanych probowek z 2-propanolem (110 pl). Préby worteksowano, a
nastgpnie inkubowano przez 10 minut w pokojowej temperaturze, unikajac ekspozycji
na $wiatto. Nastgpnie proby wirowano przez 10 minut przy predkosci 12 000 obrotow
na minute. Po wirowaniu na dnie probowki otrzymywano rézowy lub niebieski osad (w
zaleznos$ci od barwnika), a supernatant ostroznie usuwano. Osad przemywano w 500 pl
80% lodowatego alkoholu etylowego, a potem po raz kolejny wirowano z taka sama

predkoscia, ale tylko przez 2 minuty. Supernatant usuwano, a 0sad suszono.

Hybrydyzacja

Wysuszony osad po znakowaniu uwadniano w 25 ul wody, worteksowano i
wirowano, aby zebra¢ mieszaning na dnie probowki. Nastgpnie mierzono stezenie
kazdej proby z uzyciem spektrofotometru Nanodrop. Po tym etapie obie wyznakowane
proby — badang i referencyjng lagczono w réwnych ilosciach (20 pg kazda). Proby
nastepnie suszono, a potem uwadniano i wirowano, aby osadzi¢ mieszaning na dnie
probowki. Tak przygotowane DNA taczono z mieszaning hybrydyzacyjna (2x bufor do
hybrydyzacji, komponent hybrydyzacyjny A, Alignment Oligo) w ten sposob, aby
ostateczna objetos¢ wynosita 12 pl. Nastgpnie mieszaning worteksowano 1 inkubowano
na termomikserze przez 5 minut w 95°C, worteksowano i umieszczano w systemie
hybrydyzacyjnym w temperaturze 42°C. Przy uzyciu specjalnej pipety hybrydyzacyjnej
nanoszono mieszaning na mikromacierz. Proby byty hybrydyzowane przez cala noc w

temperaturze 42°C.

Ptukanie

Do ptukania mikromacierzy stosowano trzy bufory pluczace: I, II, III. Po
wyjeciu mikromacierzy z systemu hybrydyzacyjnego plukano ja kolejno w trzech
buforach o temperaturze pokojowej, energicznie mieszajac (bufor pluczacy 1 — 2
minuty, bufor pluczacy Il — 1 minuta, bufor ptuczacy III — 15 sekund). Po plukaniu

mikromacierz suszono.

Analiza
Wstepna analiza wynikow odbywata si¢ przy uzyciu skanera systemu
NibleGen. Nastepnie wyniki analizowano z zastosowaniem bazy danych Genoglyphix

firmy Signature Genomics Laboratories LLC.
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4. WYNIKI

4.1. Choroby genetyczne zarodka/plodu zidentyfikowane w materiale z

poronien

Przeprowadzone badania ré6znymi metodami (FISH, QF-PCR, MLPA i array
CGH) pozwolity na zidentyfikowanie nieprawidlowosci genetycznych w 67
kosmoéwkach ze 143 badanych, co stanowi 47% przypadkéw. Byly to aberracje
chromosomowe o charakterze liczbowym i strukturalnym oraz submikroskopowe
rearanzacje genomowe typu delecji/duplikacji. Najczgstszymi zmianami byl aberracje
liczbowe chromosoméw. Sposréd 67 nieprawidtowosci 51% stanowily trisomie
chromosomoéow autosomalnych (30 trisomii pojedynczych chromosoméw i 4 trisomie
wielokrotne), 18% monosomia chromosomu X (12 przypadkow), 15% triploidie (10
przypadkow), 3% trisomie chromosomoéw pici (2 przypadki), 3% monosomie
chromosomu X z trisomig chromosomu autosomalnego (2 przypadki), 1% mozaika
XX/IXY (1 przypadek) oraz 9% aberracje strukturalne chromosomoéw (6 przypadkow, w
tym 2 o charakterze submikroskopowym). Najczgstsza wsrdd trisomii byla trisomia
chromosomu pary 16 (9 przypadkdéw), a nastgpnie pary 22 (5 przypadkow). Kolejne
trisomie dotyczyly chromosomow pary 14, 18 i 21 (3 przypadki kazdej trisomii) oraz
pary 13 (2 przypadki). Najrzadsze trisomie (po 1 przypadku) dotyczyly chromosoméow
pary 5, 7, 8, 151 20. Trisomie wielokrotne dotyczyly chromosomow pary 13, 15, 16, 19
(dwukrotnie), 20, 21 1 22 (dwukrotnie). Wsrod triploidii najczestsza byla triploidia z
chromosomami ptci XXY (6 przypadkow), nastgpnie XXX (3 przypadki), a najrzadsza
XYY (1 przypadek).

Wszystkie uzyskane wyniki zostaly przedstawione w Tabeli 15, z
uwzglednieniem kolejnosci cigzy, tygodnia cigzy, wieku matki, kariotypu obojga

rodzicodw oraz informacji na temat rodowodu partnerow.
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Tabela 15. Wyniki badan materialu po poronieniu, uzyskanego od par z niepowodzeniami cigzy. W
Tabeli przedstawiono rowniez informacje dotyczace czasu trwania cigzy oraz kolejnosci cigzy, wieku
matki w chwili utraty cigzy, kariotypu obojga partnerow oraz informacji uzyskanych na podstawie
analizy rodowodu.

Lp Aberracja chromosomowa Kolejnos¢ | Tydzien Wiek | Kariotypy | Rodowéd?
ciazy ciazy matki pary'

Trisomie autosomalne

1. trisomia 5 Cil 8 28 P 0]
2. trisomia 7 Cll 7 38 P N
3. trisomia 8 Cll 8 25 P 0]
4, trisomia 13 Clv 11 30 P N
5. trisomia 13 CVv 12 43 P 0]
6. trisomia 14 Cll 14 33 P N
7. trisomia 14 Cll 8 30 P 0]
8. trisomia 14 Clv 10 36 P N
9. trisomia 15 Cll 10 35 P N
10. trisomia 16 CVv 10 32 P N
11. trisomia 16 Cll 9 34 NQ/PJ 0
12, trisomia 16 Clv 12 34 P 0]
13. trisomia 16 Cll 9 35 P N
14, trisomia 16 Cll 9 29 P N
15. trisomia 16 Cll 10 29 P N
16. trisomia 16 Cll 8 29 P N
17. trisomia 16 Clll 8 34 P N
18. trisomia 16 Cll 8 31 P N
18. trisomia 18 Cll 21 29 P N
20. trisomia 18 Cl 12 39 P 0]
21. trisomia 18 Cl 8 41 P N
22. trisomia 20 Clll 8 40 P N
23. trisomia 21 Cll 10 28 P 0]
24, trisomia 21 Clll 10 33 P 0]
25. trisomia 21 Clll 34 28 P 0]
26. trisomia 22 Cl 7 40 P 0]
27. trisomia 22 Cll 18 33 P N
28. trisomia 22 Cll 11 35 P N
29, trisomia 22 Clll 9 33 P N
30. trisomia 22 Cl 11 36 P N
Triploidia

31. triploidia XXX Clll 12 34 P 0]
32. triploidia XXX Ccv 9 34 P N
33. triploidia XXX Cl 11 31 P N
34. triploidia XXY Cll 13 33 P N
35. triploidia XXY Cll 20 29 P )
36. triploidia XXY Cll 12 32 P N
37. triploidia XXY Cll 9 31 P N
38. triploidia XXY Cll 10 30 P N
39. triploidia XXY Clll 10 34 P N
40. triploidia XYY Cll 10 33 P N
Wielokrotne trisomie

41, trisomia 21 i 22 Cll 9 25 P 0]
42, trisomia 16 i 19 Cll 27 21 - -
43, trisomia 19 i 22 Clv 7 41 P 0]
44, trisomia 13, 15 20 Cl 7 48 P N
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Aberracje chromosomoéw plci

Monosomia X

45, monosomia X Cll 14 32 P N
46. monosomia X CHl 10 31 P N
47. monosomia X Cll 10 26 P 0]
48. monosomia X CHl 8 27 P 0]
49. monosomia X CHl 10 34 P N
50. monosomia X Clll 10 30 P N
51. monosomia X CHl 8 29 P 0]
52. monosomia X Cl 9 30 P N
53 monosomia X Cll 10 35 P N
54. monosomia X Clv 8 29 P N
55. monosomia X Clll 5 29 P N
56. monosomia X Cll 9 25 P N
Inne

57. XYY Cll 13 29 NQ/PJ N
58. XXX cll 8 30 NQ/P3 N
Inne aberracje liczbowe

59. monosomia X z trisomia 18 Clll 10 34 P N
60. monosomia X z trisomig 16 Clll 9 31 P N
61. XXIXY Clv 12 32 P N
Aberracje strukturalne

62. del 6q dup 9q Clll 11 33 PQ/NJ 0
63. dup 18q CllI 9 27 NQ/PJ 0
64. del 6p22.3 i dup 60g23.3 CVv 10 31 NQ/PJ 0]
65. marker 14/22 CHlI 10 33 NQ/PJ N
66. dup 4p16.3i del 5q14.3 Cll 16 29 PQ/NJG N
67. del 6q i dup 2p CIv 19 31 PQ/NJ 0

1 P — kariotypy prawidlowe u obojga partnerow, NQ/PJ3 - kobieta nosicielka i partner z kariotypem
prawidtowym, PQ/NJ - partnerka z kariotypem prawidlowym i mezczyzna nosiciel,

2 N — rodow6d nieobcigzony (nie wystepowaty niepowodzenia rozrodu w obu rodzinach), O — rodowéd
obcigzony (w rodowodzie pary wystgpowaly niepowodzenia rozrodu)

Na podstawie analiz danych uzyskanych od pacjentéw oceniono $redni wiek
kobiet w chwili poronienia, tydzien cigzy, w ktorym najczesciej dochodzito do
poronienia oraz z ktorej cigzy pochodzila badana kosmowka.

Sredni wiek kobiet, ktore braly udzial w badaniu wynosit 31,27+/-3,93.
Najmtodsza kobieta miata w chwili poronienia 21 lat, najstarsza 48. W$rod pacjentek, w
przypadku ktoérych przyczyna utraty cigzy byla aberracja chromosomowa u
zarodka/ptodu $redni wiek byl nieznacznie wyzszy 1 wynosit 32,13+/-4,57.

Najwiecej badanych kosméwek pochodzilo z cigzy drugiej (43%), nastgpnie z
cigzy trzeciej (29%) oraz z cigzy pierwszej (15%). Kosmowki pochodzace z ciazy
czwarte] 1 pigte] stanowity odpowiednio 8% 1 5% wszystkich badanych. Podobne
wyniki uzyskano dla cigz z aberracjg chromosomowa: 40% stanowily kosméwki z cigzy
drugiej, 33% z ciazy trzeciej, 10,5% z cigzy pierwszej i czwartej oraz 6% z cigzy piatej.

Czas trwania cigzy w przypadku poszczegélnych par wynosit od 5 do 34

tygodni, przy czym najczesciej kosmoéwka pochodzita z cigzy zakonczonej w 8 (15%), 9
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(16%) i 10 (23%) tygodniu, co stanowito 54% badanego materiatlu. Tylko jedna
kosméwka pochodzita z cigzy zakonczonej w 5 i jedna w 6 tygodniu cigzy. Kosmowki
pochodzace z cigzy zakonczonej po 13 tygodniu stanowily tacznie 15%. W przypadku
kosmoéwek z aberracjg chromosomowg $redni czas trwania cigzy wynosit 10,95+/-4,61
tygodni.

Wsérdéd par, w przypadku ktérych przyczyng utraty cigzy byla aberracja
chromosomowa analiza rodowodu wykazata, ze u 67% par w rodzinie wystgpowaty
niepowodzenia rozrodu. W przypadku 13% par znaleziono takze nieprawidtowosci w
kariotypie ktorego$ z partneréw, takze o charakterze submikroskopowym.

W  badanym materiale nie zidentyfikowano zmian wskazujacych na

wystepowanie znanej choroby jednogenowej u zarodka/ptodu.

4.1.1. Wyniki badania kariotypu par z niepowodzeniami cigzy

Wséréd par z niepowodzeniami cigzy nieprawidtowosci w  kariotypie
zidentyfikowano u 11 pacjentow. W 5 przypadkach byly to nieprawidtowosci
chromosomoéw pici u pacjentek, w przypadku jednej pacjentki inwersja w chromosomie
pary 9 bez znaczenia klinicznego, u 1 pacjentki dodatkowy chromosom markerowy oraz
u 4 pacjentdOw nosicielstwo translokacji wzajemnej zrownowazonej. Wszystkie wyniki
przedstawiono w Tabeli 16. W przypadku dwoch pacjentek z aberracjami
chromosomow ptci nieprawidlowosci stwierdzono rowniez w materiale z poronienia. U
pacjentki z inwersja stwierdzono wystepowanie trisomii chromosomu pary 16 w
kosmoéwce po poronieniu. U pacjentki z dodatkowym chromosomem markerowym jego
obecno$¢ stwierdzono réowniez w kosmowce. W przypadku pacjentow — nosicieli
translokacji wzajemnych nieprawidlowosci o charakterze delecji 1 duplikacji

stwierdzono w 3 przypadkach, w jednym przypadku wynik byl prawidtowy.
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Tabela 16. Wyniki badania kariotypu u par z niepowodzeniami cigzy.

Lp. Aberracja chromosomowa Wynik badania materiatu z poronienia
1. | 47, XXX[4]/45,X[1]/46,XX[95] dodatkowy chromosom Y u ptci megskiej
2. | 47, XXX[1]/45,X[2]/46,XX[47] dodatkowy chromosom X u pici zenskiej
3. | 45,X[5]/46,XX[50] prawidlowy

4. | 45X[3]/46,XX[47] prawidlowy

5. | 45,X[4]/46,XX[46] prawidtowy

6. | 46,XX,inv(9)(p12q13) trisomia 16

7. | 47,XX,+mar.ish14/22cen(x5) nuc isch14/22cen(x5)[36/100]

8. | 46,XX,t(14;18)(q10;910) duplikacja 18q

9. | 46,XY,1(6;9)(q26;932) delecja 6q i duplikacja 9q

10. | 46,XX,t(9;10)(p21.2;q13) prawidlowy

11. | 46,XY t(2;6)(p25.1;025.1) delecja 6q i duplikacja 2p

4.2. Wyniki badan materialu z poronienia metoda FISH

Badaniami metoda FISH obj¢to 122 kosmdéwki po poronieniu samoistnym, w
tym 114 kosmowek pobranych bezposrednio po poronieniu oraz 8 kosmoéwek
utrwalonych, pochodzacych z bloczkéw parafinowych. W 121 przypadkach uzyskano
jadra interfazowe do hybrydyzacji (w przypadku kosmowki 121 nie udalo si¢ uzyskac
jader interfazowych). Technika FISH umozliwila analize¢ wybranych aberracji
chromosomowych w zakresie chromosoméw pary 13, 15, 16, 18, 21,22, XiY w 119
przypadkach. Hybrydyzacja nie powiodta si¢ w przypadku dwoch kosmowek
pochodzacych z bloczkow parafinowych (kosméwki nr 103 1 104), pomimo 1z uzyskano
preparat z jadrami interfazowymi. Ponadto w przypadku jednej kosmowki (nr 69) nie
uzyskano sygnatéw hybrydyzacyjnych dla chromosoméw pary 13 1 16.

Technika FISH zidentyfikowano aberracje chromosomowe w 48 kosmowkach,
co stanowito 40% wszystkich przypadkéw (Tabela 17). Najczes$ciej wystepujaca
aberracja chromosomowg byla trisomia, zidentyfikowano ja w 21 przypadkach (44%
aberracji), nastgpnie monosomia chromosomu X — 11 przypadkéw (23% aberracji) oraz
triploidia 10 przypadkow (21% aberracji). Pozostate aberracje liczbowe (12% aberracji)
to: monosomia chromosomu X z trisomig 16, monosomia chromosomu X z trisomig 18,
dodatkowy chromosom Y (XYY), chromosom markerowy pochodzacy z krotkich
ramion chromosomow akrocentrycznych pary 14 lub 22 oraz w dwodch przypadkach
kariotyp mozaikowy pod wzgledem chromosomow ptci XX/XY. W 7 przypadkach
zidentyfikowano aberracje chromosomowe w postaci mozaikowej z prawidtowa i

nieprawidlowa liczba sygnatow hybrydyzacyjnych.
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W  przypadku 71 kosméwek badanych metoda FISH nie stwierdzono
nieprawidlowosci $§wiadczacych o wystgpowaniu aberracji chromosomowych. W
przypadku 43 kosmowek analiza jader interfazowych stwierdzita wystepowanie pltci
zenskiej, w pozostalych 28 plci meskie;.

Przyktadowe obrazy uzyskane w wyniku fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
przedstawiono na Rycinach 2 i 3.

Tabela 17. Wyniki badania aberracji chromosomowych metodg FISH z sondami dla chromosomow pary
13, 15, 16, 18, 21, 22, X i Y. Kolorem szarym zaznaczono wyniki nieprawidlowe uzyskane dla
poszczegolnych sond.

Numer Sygnaly hybrydyzacyjne
Chr.13 | Chr.15 | Chr.16 | Chr.18 | Chr.21 Chr.22 Chr. X | Chr.Y | Aberracja/Pleé
4 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ XYY
X YY meska
8 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + _ monosomia X
X zenska
10 ++ ++ ++ ++ +++ +++ ++ - trisomia 21i 22
[84/100] [82/100] XX Zeniska
14 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - triploidia XXX
XXX zenska
15 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ + triploidia XXY
XX Y meska
18 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + - monosomia X
X Zenska
20 ++ ++ ++ ++ ++ +++ ++ - trisomia 22
XX Zenska
21 ++ ++ ++ +++ ++ ++ + + trisomia 18
X Y meska
22 ++ ++ ++ ++ ++ +++ ++ _ trisomia 22
[22/200] XX (11% jader)
zenska
23 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++/+ -+ XX[83%]/XY
XXIX 0y [17%]
[83/17] [83/17] zehiska/meska
26 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + - monosomia X
X zenska
28 ++ ++ ++ ++ +++ ++ + + trisomia 21
X Y meska
29 ++ ++ ++ +++ ++ ++ + + trisomia 18 (36%
[36/100] X Y jader)
meska
30 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + - monosomia X
X Zenska
31 +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - trisomia 13
XX Zenska
35 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + - monosomia X
X zenska
42 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + prawidlowy*
X Y meska
44 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + _ monosomia X
X Zenska
45 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + _ monosomia X
X Zenska
46 ++ ++ ++ ++ ++ +++ ++ _ trisomia 22
XX zenska
47 ++ ++ ++ +++ ++ ++ + _ monosomia X z
[76/100] X trisomia 18 (76%
jader)
meska
51 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +/- triploidia
[30/100] [27/100] [24/100] [52/100] [30/100] [26/100] XX [52/100] XXY
meska
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53 ++ ++ ++ ++ ++ +++ + + trisomia 22
X Y meska
54 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +/- triploidia
[11/100] [21/100] [28/100] [24/100] [17/100] [29/100] XX [29/100] XXY
meska
55 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ + triploidia XXY
XX Y meska
59 ++ ++ ++ ++4+ ++ ++ + + trisomia 18
X Y meska
71 ++ ++ +++ ++ ++ ++ + + trisomia 16
X Y meska
72 ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ _ trisomia 15
XX zenska
73 ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++ _ trisomia 16
XX zenska
74 ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ _ trisomia 18
XX zZenska
76 ++ ++ ++ ++ +++ ++ ++ _ trisomia 21
XX Zenska
78 ++ ++ +++ ++ ++ ++ + + trisomia 16
X Y meska
80 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ _ triploidia XXX
XXX zenska
83 ++ ++ +++ ++ ++ ++ + + trisomia 16
X Y meska
84 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + _ monosomia X
X Zenska
86 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ + triploidia XXY
XX Y meska
88 ++ ++ +++ ++ ++ ++ + + trisomia 16
X Y meska
92 ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++ _ trisomia 16
XX zenska
93 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ + triploidia XXY
XX Y meska
94 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++/+ -/+ XX[84])/
XXIX 0y XY[16]
[84/16] [84/16] zeriska/meska
96 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ _ triploidia XXX
XXX zenska
102 ++ ++ +++ ++ ++ ++ + + mozaikowa trisomia
[42/100] X Y 16 (42%)
Zenska
107 ++ ++ +++ ++ ++ ++ + + monosomia X z
[54/100] X Y trisomig 16 (54%
jader)
Zenska
110 ++ ++ ++ ++ ++ +++ ++ _ trisomia 22
XX Zenska
115 +++ +++ +++ +++ +++ +++ + ++ triploidia XYY
X YY meska
116 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + _ monosomia X
X (11% jader)
[11/100] zenska
119 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + _ monosomia X
X zenska
120 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + _ monosomia X
X (14% jader)
[14/100] zenska

* Wynik prawidlowy uzyskano w zakresie liczby chromosoméw pary 13, 15, 16, 18, 21,22, X i Y. Ze
wzgledu na wystgpowanie u matki chromosomu markerowego pochodzacego z krotkich ramion
chromosomow akrocentrycznych pary 14 lub 22 przeprowadzono dodatkowe badanie metoda FISH z
sonda do centromeréw chromosoméw 14 i1 22, ktére charakteryzuja si¢ identyczna sekwencja okolic
centromerowych. Analiza FISH wykazala wystgpowanie dodatkowego, pigtego sygnalu
hybrydyzacyjnego w 36% jader interfazowych.
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13914.2 21g22.1

22q11.2

Ryc. 2. FISH z sondami centromerowymi i specyficznymi do jader interfazowych trofoblastu. A.
Hybrydyzacja z dwukolorowg sondg specyficzng do chromosoméw pary 13 (locus 13q14.4) i 21 (locus
21.922.1). Dwa czerwone sygnaty pochodza od chromosoméw pary 21, a trzy zielone od chromosomow
pary 13. Swiadczy to 0 wystepowaniu trisomii 13. B. Hybrydyzacja z ta samg sonda specyficzng. W tym
przypadku trzy czerwone sygnaty hybrydyzacyjne $wiadcza o wstgpowaniu trisomii chromosomu 21. C.
Hybrydyzacja z sonda centromerowa do chromosoméw pary 18 (locus D18Z1). Wystepowanie jader
interfazowych z trzema i dwoma sygnatami niebieskimi §wiadczy o wstgpowanie trisomii chromosomu
18 tylko w czegsci komorek. D. Hybrydyzacja z sonda specyficzng do chromosomow pary 22. Sygnat
czerwony to sonda hybrydyzujaca do regionu krytycznego zespotu Di Georga (locus 22g11.2), zielony
sygnat pochodzi od sondy kontrolnej hybrydyzujacej do regionu telomerowego chromosomu 22 (locus
22q13). Trzy sygnaly pochodzace od kazdej sondy $§wiadcza o trisomii 22. E. Hybrydyzacja z sonda
centromerowg do chromosomu pary 15 (locus D15Z74). Trzy zielone sygnaly hybrydyzacyjne $wiadczg o
trisomii 15. F. Hybrydyzacja z sondg centromerowsg do chromosomu pary 16 (locus D16Z2). Trzy
czerwone sygnaty hybrydyzacyjne $wiadcza o trisomii 16.
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13¢14.3

21g22.1

Ryc. 3. FISH z sondami centromerowymi i specyficznymi do jader interfazowych trofoblastu. A.
Hybrydyzacja z dwukolorowg sonda centromerowa do chromosomu pary X (locus DXZ1) i Y (locus
DYZ3). Jeden zielony sygnat pochodzi od chromosomu X, dwa czerwone sygnaty od chromosomu Y.
Taki wynik $wiadczy o wystegpowaniu dodatkowego chromosomu Y w kariotypie. B. Przyktad
monosomii chromosomu X. Hybrydyzacja z tg samg dwukolorows sondg centromerowa pokazuje tylko
jedne zielony sygnat pochodzacy od chromosomu X. C i D. Przyktad triploidii. Na rycinie C pokazano
trzy sygnaty hybrydyzacyjne pochodzace od chromosoméw pici: dwa zielone od chromosomu X i jeden
czerwony od chromosomu Y. Rycina D pokazuje hybrydyzacje z dwukolorowa sonda specyficzng do
chromosoméw pary 13 i 21 (przedstawiong takze na Rycinie A i B). Dla kazdej sondy obserwowano trzy
sygnaty hybrydyzacyjne. Taki wynik §wiadczy o wystepowaniu triploid ii z chromosomami ptci XXY.

4.3. Wyniki badan materialu z poronienia metoda QF-PCR

Badania materiatu z poronienia metoda QF-PCR w celu identyfikacji
najczestszych aberracji chromosomowych 13, 15, 16, 18, 21, 22, X1 Y przeprowadzono
na 122 kosméwkach, ktore wcezesniej zbadano metodg FISH. Oczyszczone preparaty
DNA udato si¢ uzyska¢ we wszystkich 122 przypadkach. St¢zenie genomowego DNA
dla poszczeg6lnych prob wynosito od 18 ng/ul do 1687 ng/ul, przy czym dla wigkszosci
prob wynosito ono 100-300 ng/ ul. Sposréod 122 badanych kosmowek w 4
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przypadkach nie udato si¢ uzyska¢ wynikéw (kosméwki nr: 101, 103, 104 i 115). Trzy
proby DNA (101, 103 i 104) pochodzity z kosméwki utrwalonej w parafinie, jedna z
kosmowki §wiezej, ale o bardzo niskim stezeniu DNA (18 ng/ul).

Analiza markerow mikrosatelitarnych pozwolita na identyfikacje aberracji
chromosomowych w 44 przypadkach (37%). Najczeséciej wystepujaca aberracja byla
trisomia — 20 przypadkow (45,5% aberracji), monosomia chromosomu X — 11
przypadkow (25% aberracji), triploidia — 9 przypadkow (20,5% aberracji) oraz 4
przypadki (9% aberracji) innych nieprawidtowos$ci: dodatkowy chromosom Y u pitci
meskiej, monosomia chromosomu X z trisomig 18, monosomia chromosomu X z
trisomig 16 oraz kariotyp z 4 allelami, wskazujacy na wystgpowanie dwoch linii
komoérkowych XX 1 XY. Wyniki analizy nieprawidlowych markerow
mikrosatelitarnych metodg QF-PCR przedstawia Tabela 18.

W pozostatych 74 przypadkach nie stwierdzono nieprawidlowego wzoru
allelicznego, ktory wskazywalby na wystgpowanie aberracji chromosomowej. W
przypadku 29 kosmoéwek rozktad alleli wskazywat na ple¢ meska, w pozostatych 45 na
pte¢ zenska. W przypadku 5 kosmowek o kariotypie zenskim wzdr dla markera
DXS1002 byt jednoalleliczny, wskazujacy na wystgpowanie monosomii chromosomu
X. Jednakze ze wzgledu na prawidtowe wyniki badan metodag FISH 1 MLPA P095 w
tych przypadkach, uznano je za wyniki prawidlowe o kariotypie zenskim z allelami
homozygotycznymi.

Analizowano takze stopien heterozygotycznosci poszczegolnych markeréw
mikrosatelitarnych chromosomoéw pary 13, 15, 16, 18, 21, 22 oraz jednego markera dla
chromosomu X. Wyniki analizy zostaty przedstawione w Tabeli 19.

Przyklady analizy markero6w mikrosatelitarnych w programie Peak Scanner

Software v.1.0 zostaly przedstawione na Rycinach 4, 51 6.
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Tabela 18. Wyniki analizy aberracji liczbowych chromosomow pary 13, 15, 16, 18, 21, 22, X i Y metoda
QF-PCR. Kolorem szarym zaznaczono nieprawidlowe warto$ci uzyskane dla poszczegélnych markerow.

Numer Markery - wzor alleliczny i stosunek wysokosci pikéw
kosmoéwki | D13S631 | D15S123 | D16S539 | D18S535 | D21S1414 | D22S280 AMXY DXS1002 Aberracja/
Pleé¢
4 1:1 1:1 1:1 1:1 1:1 1:1 1:2 1 XYY
1,53/0,64 meska
8 11 1 11 1:1 1:1 1:1 1 1 monosomia X
Zenska
10 11 1:1 1:1 11 1:1:1 2:1 1 1:1 trisomia 21 i
0,44/2,26 22
Zenska
14 1:1:1 1 1 2:1 1:1:1 1:1:1 1 2:1 triploidia
0,40/2,47 0,63/1,58 XXX
Zenska
15 1:1:1 2:1 2:1 1:1:1 1:1:1 1:1:1 2:1 1 triploidia
0,41/2,39 | 0,44/2,25 0,34/2,54 XXY
meska
18 11 11 1 11 11 1 1 1 monosomia X
zenska
20 1:1 1:1 1 1:1 1:1 1:1:1 1 1:1 trisomia 22
Zenska
21 1:1 1:1 1 2:1 1:1 1:1 1:1 1 trisomia 18
0,46/2,14 Meska
23 2:1:1 2:1:1 2:1 2:1:1 2:1 2:1:1 2:1 2:1 XXIXY
0,58/1,70 | 0,80/1,23 | 0,34/2,86 | 0,47/2,09 0,32/3,04 0,53/1,88 | 0,48/2,08 0,35/2,78 zehski/meski
0,41/2,38 | 0,51/1,94 0,45/2,20 0,42/2,32
26 11 11 11 11 11 11 1 1 monosomia X
Zenska
28 1:1 1 1:1 11 2:1 1:1 11 1 trisomia 21
0,41/2,42 meska
29 1:1 1 1 2:1 1:1 1:1 11 1 trisomia 18
0,18/5,39 meska
30 11 11 11 11 11 11 1 1 monosomia X
zenska
31 2:1 1:1 1:1 1 1:1 1:1 1 1:1 trisomia 13
0.58/1,7 zenska
35 1:1 1:1 1:1 1:1 1:1 1:1 1 1 monosomia X
Zenska
44 1 11 11 11 11 11 1 1 monosomia X
zenska
45 11 11 11 11 11 11 1 1 monosomia X
zenska
46 1:1 1:1 1 1 1:1 1:1:1 1 1:1 trisomia 22
Zenska
a7 1 11 11 1:1:1 11 1:1:1 1 1 monosomia X
z trisomig 18
meska
51 2:1 1:1:1 2:1 2:1 2:1 2:1 2:1 1 triploidia
0,49/2,02 0,45/2,19 | 0,37/2,64 0,56/1,78 0,43/2,32 | 0,48/2,04 XXY
meska
53 11 11 11 11 11 1:1:1 1:1 1 trisomia 22
meska
54 2:1 1:1:1 1:1:1 2:1 1:1:1 1:1:1 2:1 1:1 triploidia
0,44/2,27 0,46/2,13 0,46/2,14 XXY
meska
55 2:1 2:1 1:1:1 2:1 1:1:1 1:1:1 2:1 1:1 triploidia
0,63/1,57 | 0,37/2,68 0,51/1,93 0,51/1,92 XXY
meska
59 1 11 11 2:1 1:1:1 11 1:1 1 trisomia 18
0,51/1,79 meska
71 11 1:1 1:1:1 1 1 1:1 11 1 trisomia 16
meska
72 11 2:1 1:1 1 1:1 1:1 1 1:1 trisomia 15
0,41/2,42 zenska
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73 11 1 1:1:1 11 1 1 1 1:1 trisomia 16
Zenska
74 1:1 11 11 1:1:1 11 11 1 1:1 trisomia 18
zenska
76 11 1:1 1:1 11 1:1:1 11 1 1:1 trisomia 21
zenska
78 1:1 1 2:1 1:1 11 11 1:1 1 trisomia 16
0,58/1,76 meska
80 1:1:1 1:1:1 1 1:1:1 2:1 2:1 1 1 triploidia
0,43/2,32 0,46/2,07 XXX
zenska
83 1 11 1:1:1 1:1 11 1 1:1 1 trisomia 16
meska
84 11 1 1:1 1 11 1 1 1 monosomia X
Zenska
86 2:1 1:1:1 1:1:1 2:1 1:1:1 2:1 21 1:1 triploidia
0,44/2,26 0,57/1,74 0,38/2,57 | 0,48/2,07 XXY
meska
88 1:1 1:1 2:1 1:1 1 1 1:1 1 trisomia 16
0,58/1,70 meska
92 1 1:1 2:1 1:1 1:1 1:1 1 1 trisomia 16
0,29/3,37 zenska
93 2:1 2:1 1:1:1 2:1 1:1:1 1 2:1 1 triploidia
0,45/2,18 | 0,57/1,72 0,51/1,94 0,48/2,05 XXY
meska
96 2:1 1:1:1 2:1 1:1:1 2:1 2:1 1 1 triploidia
0,45/2,22 0,48/2,07 0,64/1,55 0,64/1,55 XXX
Zenska
102 1 11 1:1:1 11 1 1:1 1 11 trisomia 16
zenska
107 11 11 1:1:1 11 11 11 1 1 monosomia X
z trisomig 16
zenska
110 1:1 1 11 11 1:1 1:1:1 1 11 trisomia 22
zenska
116 11 11 11 11 11 11 1 1 monosomia X
Zenska
119 1:1 1:1 1:1 1:1 1:1 1:1 1 1 monosomia X
Zenska
120 1:1 1:1 1:1 1:1 1:1 1:1 1 1 monosomia X
zenska

Tabela 19. Czestos¢ wystepowania heterozygotycznych alleli w locus: D13S631, D15S123, D16S539,
D18S535, D21S1414, D22S280 i DXS1002 ustalona na podstawie wynikow badan kosmowek metoda

QF-PCR.

Marker Czestos¢ heterozygotycznosé
D13S631 0,81
D15S123 0,81
D16S539 0,83
D18S535 0,84
D21S1414 0,82
D22S280 0,84
DXS1002 0,92
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Ryc. 4. Fragment analizy QF-PCR z markerami STR (Peak Scanner Software v.1.0). Rycina A
przedstawia trisomi¢ chromosomu pary 16 u plci zenskiej. Dla locus D15S123 i D22S280 wynik jest
nieinformacyjny (homozygota — pojedynczy pik). Dla locus D16S539 wzor jest trojalleliczny (trzy allele
1:1:1), co $wiadczy o wystgpowaniu trzech kopii chromosomu pary 16. W locus DXS1002 wzor jest
dwualleliczny 1:1 (heterozygota — dwa piki). Rycina B przedstawia trisomi¢ chromosomu pary 22 u plci
zenskiej. Wzoér dwualleliczny 1:1 wystepuje dla locus D16S539, D15S123 i DXS1002. Dla locus
D22S280 wzoér jest dwualleliczny, gdzie stosunek wysokosci pikdw wynosi 2:1. Taki wynik $§wiadczy o
trzech kopiach chromosomu pary 22. Rycina C przedstawia trisomi¢ chromosomu pary 18 u plci meskiej.
Dla locus D18S535 wzor jest dwualleliczny 2:1 co $wiadczy trzech kopiach chromosomu pary 18. Wzor
dwualleliczny 1:1 dla markera AMXY $wiadczy o wystepowaniu chromosomu X 1 Y (pte¢ megska). Dla
locus D13S631 wynik jest nieinformacyjny (homozygota).
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Ryc. 5. Fragment analizy QF-PCR z markerami STR (Peak Scanner Software v.1.0). Rycina A
przedstawia triploidie XXY. Dla locus AMXY, D18S535 i D13S631 wzor jest dwualleliczny 2:1. Taki
wynik §wiadczy o wystgpowaniu trzech kopii chromosomow pary 13 i 18, dwoch kopii chromosoméw X
oraz jednej chromosomu Y. Rycina B przedstawia monosomi¢ chromosomu X z trisomig chromosomu
pary 16. W locus D16S539 wzor pikow jest trojalleliczny 1:1:1, w locus DXS1002 wystepuje pojedynczy
pik (jeden allel). W locus D15S123 i D22S280 wzér jest dwualleliczny 1:1 (heterozygota).
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Ryc. 6. Fragment analizy QF-PCR z markerami STR (Peak Scanner Software v.1.0). Rycina A i B
przedstawia wynik badania kosmowki nr 23. W badaniu FISH stwierdzono wystepowanie dwoch linii
komoérkowych z chromosomami pici XX i XY. Analiza markeréw mikrosatelitarnych pokazuje, ze w
locus D13S631, D15S123, D18S535, D22S280 wzor jest trojalleliczny, przy czym stosunek wysokosci
pikéw wynosi 2:1:1. W locus D16S539 wzor jest dwualleliczny o stosunku 2:1. W locus AMXY wzor
jest dwualleliczny 2:1, podobnie jak w DXS1002, co $wiadczy o wystepowaniu trzech kopii chromosomu
X oraz jednej kopii chromosomu Y. Taki wynik sugeruje wystepowanie w jednym preparacie DNA
pochodzacego od dwoch osob.

4.4, Wyniki badan materialu z poronienia metoda MLPA

4.4.1. MLPA P095

Wszystkie proby DNA wyizolowanego ze 122 kosmoéwek, ktore zostaty
zanalizowane metoda QF-PCR, wykorzystano do badan metoda MLPA z zestawem
P095 do identyfikacji najczestszych aneuploidii chromosoméw pary 13, 18, 21, X i Y.
W przypadku trzech kosmowek nie udato uzyskac si¢ wyniku. Byty to kosmowki nr: 77,
101 i 109. Preparaty DNA nr: 77 i 109 pochodzity z kosmowki §wiezej, a preparat 101
ze skrawkow kosmowki utrwalonej. W przypadku kosmowki nr 109 przyczyng mogto
by¢ niskie stezenie DNA, ktore wynosito 25 ng/ul, a w pozostatych dwoch przypadkach
moglo by¢ to zwigzane réwniez z degradacjg preparatu DNA (wystepowaniem tylko
niskoczasteczkowego, zdegradowanego DNA genomowego). W pozostalych 119
przypadkach otrzymano wyniki, ktore zostaty nastepnie przeanalizowano statystycznie.

Nieprawidlowy wynik, wskazujacy na aberracjg¢ liczbowa chromosomow
uzyskano w przypadku 28 ze 119 kosmoéwek (24% kosmowek z aberracjy
chromosomowg). W przypadku 12 kosméwek (43% aberracji) otrzymano wyniki
wskazujgce na wystgpowanie monosomii chromosomu X, a W 8 kosmoéwkach (29,5%
aberracji) na wystepowanie trisomi: w trzech przypadkach trisomii 21, w czterech

trisomii 18, w jednym trisomii 13. W przypadku pozostatych 8 kosmowek (29,5%
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aberracji) stwierdzono w jednym przypadku monosomi¢ X z trisomig 18, w dwoch

przypadakch dodatkowy chromosom Y u pici megskiej, w jednym przypadku dodatkowy

chromosomu X u pftci zenskiej, w trzech dodatkowy chromosomu X u ptci meskiej oraz

w jednym przypadku dodatkowy chromosom X oraz delecje w chromosomie Y u pfci

meskiej. Wyniki zostaly przedstawione w Tabeli 20.

Tabela 20. Wyniki MLPA P095. U gory przedstawiono zidentyfikowana nieprawidlowo$¢ oraz locus dla
kazdej sondy pojedynczego chromosomu. Kolorem szarym zaznaczono prawidtowe wartos$ci uzyskane
dla poszczegdlnych sond w tym samym chromosomie.

Aberracja chromosomowa Sondy
Nr z
kosm. Monosomia X del/dup
Xql2 X233 | Xp213 | Xpll4 Xq28 | Xp22.12 | Xqg25 | Xp21l.2
8 del del del del del del del del 8
18 del del del del del del del del 8
26 del del del nor del nor del del 6
30 del del del del del del del nor 7
35 del del del del del del del del 8
44 del del nor del del del del del 7
45 del del del del del del del del 8
84 nor del nor del del del del del 6
107 del del del del del del del del 8
116 del del del del del nor del del 7
119 del del del del nor del nor del 6
120 del del del del nor del nor del 6
Trisomia 13
13932 | 13q13.3 | 13g14.2 | 13q21.32 [ 13034 | 13q13.1 | 13q14.3 | 13g34
31 dup dup dup dup dup dup dup dup 8
Trisomia 18
18g21.2 | 18q21.32 | 18q11.2 | 18023 | 18p11.32 | 18q21.33 | 18q11.2 | 18p11.21
21 dup nor nor dup nor dup dup dup 5
29 nor dup dup nor nor dup dup dup 5
59 dup dup dup dup nor dup dup dup 7
74 dup dup dup dup dup dup dup dup 8
Trisomia 21
21022.13 | 21q21.1 | 210211 | 21q11.2 | 21g22.11 | 21g21.3 | 21g23.3 | 21g22.11
10 dup dup dup dup dup dup dup dup 8
28 dup dup dup dup dup dup dup dup 8
76 dup dup dup dup dup dup dup dup 8
Dodatkowy chromosom Y u pici meskiej — XYY
Ypl1.31 Ypl1.31 Ypl1.21 Ypl1.31
4 dup dup dup dup 4
115 dup dup dup dup 4
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Dodatkowy chromosom X u plci meskiej — XXY

Xqgl2 XQg22.3 Xp21.3 Xpll.4 X0g28 Xp22.12 X025 Xp21.2
15 dup dup dup dup nor nor nor dup 5
55 dup dup dup dup nor nor nor dup 5
86 dup dup dup dup nor nor nor dup 5

Dodatkowy chromosom X u plci zenskiej — XXX

Xql2 | X223 | Xp2l3 | Xplld | Xqg28 | Xp22.12 | Xg25 | Xp2l.2

103 nor dup dup dup dup nor nor nor 4

Monosomia X z trisomig 18*

18 X [18] X [ 18] X | 18] X [18] X | 18] X [18] X | 18 | X | 18X

47 nor | del | nor | del | dup | del | dup | del | dup | del | dup | del | nor | del | dup | del 5/8

Mozaika XX/XY*

Xq | Yp | Xq |Yp | Xp|Yp|Xp|Yp Xq Xp Xq Xp XY

23 dup | del | dup | del | dup | del | dup | del dup dup dup dup 8/4

*Pozycja sond X, Y i 18 jest identyczna jak podana dla dodatkowego chromosomu X, Y oraz trisomii 18

Monosomia X
Monosomi¢ chromosomu X zidentyfikowano w 12 przypadkach (kosméwki nr:

8, 18, 26, 30, 35, 44, 45, 84, 107, 116, 119, 120). Liczba sond dla chromosomu X, ktore
wykazywaty delecje wahata si¢ w poszczegoélnych przypadkach od 6 do 8 (Tabela 20).
Uzyskane w wyniku normalizacji $rednie wartosci wzgledne fluorescencji sond dla
chromosomu X wynosity od 0,54 do 0,67. Usrednione wyniki uzyskane dla wszystkich
kosmowek z monosomig X przedstawione zostaly na Rycinie 7. Przyktadowa analize
pikow dla kosmowki z monosomig chromosomu X w programie Peak Scanner Software

v.1.0 pokazuje Rycina 8.

1,5 -

Wzgledna wysokos¢ pikow

21 1813 X 2118 13 X 21 1813 X 21 18 13 X 21 18 13 X 21 18 13 X 21 18 13 X 21 18 13 X
Sondy dla chromosomoéw 13, 18, 21i X

Ryc. 7. Fragment analizy wyniku MLPA (Microsoft Office Excel 2007). Wartoéci wzgledne fluorescencji
pikow sond dla chromosomoéw pary 13, 18 1 21 mieszcza si¢ w prawidtowym zakresie 0,7-1,3 (niebieski
znacznik). Warto$ci dla chromosomu X wynosza ponizej 0,7 (0,54-0,67), co wskazuje na delecje
chromosomu X - monosomi¢ X (zielony znacznik).
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Ryc. 8. Fragment analizy MLPA z zestawem P095 (Peak Scanner Software v.1.0). Wynik nieprawidlowy
wskazujacy na wystepowanie monosomii chromosomu X. Strzatkami zaznaczono nieprawidtowe
produkty amplifikacji 8 r6znych fragmentéw chromosomu X. Zmniejszona wysokos$¢ wszystkich pikoéw
oznacza wystgpowanie tylko jednej kopii chromosomu X w kariotypie zenskim.
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Trisomia 13
Trisomi¢ chromosomu pary 13 zidentyfikowano w jednym przypadku

(kosmowka nr 31). Wszystkie amplifikowane fragmenty DNA pochodzace z
chromosomu pary 13 wykazywaty duplikacje, co oznacza wystgpowanie dodatkowej
kopii chromosomu pary 13. Warto$ci wzgledne fluorescencji sond dla chromosomu 13
wynosity od do 1,37 do 1,95. Wartosci dla wszystkich sond kosmowki 31
przedstawione zostaty na Rycinie 9. Analiza pikow dla tej kosmowki w programie Peak

Scanner Software v.1.0 pokazuje Rycina 10.
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Sondy dla chromosoméw 13, 18 i 21

Ryc. 9. Fragment analizy wyniku MLPA (Microsoft Office Excel 2007). Warto$ci wzgledne fluorescencji
pikow sond dla chromosoméw pary 18 i 21 mieszczg si¢ w prawidtowym zakresie 0,7-1,3 (niebieski
znacznik). Wartosci dla chromosomu pary 13 wynoszg powyzej 1,3 (1,37-1,95), co wskazuje na
duplikacje¢ chromosomu pary 13 - trisomi¢ 13 (czerwony znacznik).
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Ryc. 10 Fragment analizy MLPA z zestawem P095 (Peak Scanner Software v1.0). Wynik nieprawidlowy
wskazujacy na wystepowanie trisomii chromosomu pary 13. Strzatkami zaznaczono nieprawidlowe
produkty amplifikacji 8 réznych fragmentow chromosomu 13. Wzrost wysokosci wszystkich pikow
oznacza duplikacje, czyli wystepowanie dodatkowej kopii chromosomu pary 13.

Trisomia 18
Trisomi¢ chromosomu pary 18 zidentyfikowano w 4 przypadkach (kosmoéwki nr: 21,

29, 59, 74). Liczba sond z duplikacja dla poszczegdlnych prob wynosita od 5 do 8
(Tabela 20). Uzyskane w wyniku normalizacji srednie wartosci wzglgdne fluorescencji
wynosity od 1,32 do 1,68. Srednie wartosci uzyskane dla wszystkich kosméwek z
trisomig 18 przedstawione zostaly na Rycinie 11. Przyktadowa analize pikéw dla
kosmowki z trisomig chromosomu pary 18 w programie Peak Scanner Software v.1.0

pokazuje Rycina 12.

1,5 - .

0,5

Wzgledna wysokos$c piku

21 18 13 21 18 13 21 18 13 21 18 13 21 18 13 21 18 13 21 18 13 21 18 13

Sondy dla chromosomoéw 13, 18i 21

Ryc. 11 Fragment analizy wyniku MLPA (Microsoft Office Excel 2007). Wartosci wzgledne
fluorescencji pikow sond dla chromosomow pary 13 i 21 mieszczg si¢ w prawidlowym zakresie 0,7-1,3
(niebieski znacznik). Wartosci dla chromosomu pary 18 wynosza powyzej 1,3 (1,32-1,68), co wskazuje
na duplikacje¢ chromosomu pary 18 - trisomi¢ 18 (czerwony znacznik).
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Ryc. 12 Fragment analizy MLPA z zestawem P095 (Peak Scanner Software v.1.0). Wynik nieprawidlowy
wskazujacy na wystepowanie trisomii chromosomu pary 18. Strzatkami zaznaczono nieprawidtowe
produkty amplifikacji 8 roéznych fragmentow chromosomu 18. Wzrost wysokosci wszystkich pikow
oznacza duplikacje, czyli wystepowanie dodatkowej kopii chromosomu pary 18.

Trisomia 21
Trisomi¢ chromosomu pary 21 stwierdzono w 3 przypadkach (kosmoéwki nr: 10,

28, 76). W kazdym przypadku obserwowano duplikacje dla wszystkich 8 sond
chromosomu pary 21 (Tabela 20). Uzyskane w wyniku normalizacji srednie wartosci
wzgledne fluorescencji wynosity od 1,33 dol,7. Srednie wartoéci uzyskane dla
wszystkich kosmoéwek z trisomiag 21 przedstawione zostaty na Rycinie 13. Przyktadowa
analiza pikéw dla kosmowki z trisomig chromosomu pary 21 w programie Peak

Scanner Software v.1.0 pokazuje Rycina 14.
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Sondy dla chromosoméw 13, 18 21

Ryc. 13 Fragment analizy wyniku MLPA (Microsoft Office Excel 2007). Wartosci wzgledne
fluorescencji pikéw sond dla chromosomow pary 13 i 18 mieszczg si¢ w prawidlowym zakresie 0,7-1,3
(niebieski znacznik). Warto$ci dla chromosomu pary 21 wynoszg powyzej 1,3 (1,33-1,7), co wskazuje na
duplikacje¢ chromosomu pary 21 - trisomi¢ 21 (czerwony znacznik).

82



Wyniki

1400 2400 3400 4400
1400

1200

!

N |

= |

400 l

LW uﬂlum i

Ryc. 14 Fragment analizy MLPA z zestawem P095 (Peak Scanner Software v.1.0). Wynik nieprawidtowy
wskazujacy na wystepowanie trisomii chromosomu pary 21. Strzalkami zaznaczono nieprawidtowe
produkty amplifikacji 8 roéznych fragmentow chromosomu 21. Wzrost wysokosci wszystkich pikow
oznacza duplikacje, czyli wystgpowanie dodatkowej kopii chromosomu pary 21.

Dodatkowy chromosom Y w kariotypie meskim - XYY
W przypadku dwoch kosmoéwek analiza MLPA wykazala obecno$é¢

dodatkowego chromosomu Y w kariotypie meskim (kosmowki nr 4 i 115).
Wystepowanie dodatkowego chromosomu Y moze oznaczaé¢ zarowno triploidie z
chromosomami ptci XYY, jak i dodatkowy chromosom Y w kariotypie megskim. W
przypadku triploidii wartosci dla wszystkich pozostatych sond dla chromosomow
autosomalnych beda miescily si¢ w normie. Nieprawidtowe wartosci mozne jedynie
zaobserwowaé w przypadku zmiany ilo$ci chromosoméw pfci, ale tylko w odniesieniu
do kariotypu meskiego XXY (dodatkowa kopia chromosomu X) lub XYY (dodatkowa
kopia chromosomu Y). W przypadku kosmoéwki nr 4 analiza FISH wykazata obecnos¢
dodatkowego chromosomu Y, przy prawidlowych wynikach dla pozostatych
analizowanych chromosomow. Natomiast w przypadku proby nr 115 wyniki FISH
wskazywaty na triploidi¢ z chromosomami pici XYY. W analizie metoda MLPA obie
kosmowki wykazywaly zblizony rozklad wartosci poszczegdlnych pikéw. W obu
przypadkach obserwowano duplikacje 4 sond chromosomu Y 1 prawidtowe wartosci dla
pozostatych chromosomow. Uzyskane w wyniku normalizacji $rednie wartosci
wzgledne fluorescenciji dla chromosomu Y wynosity od 1,59 do 1,74. Srednie wartosci
uzyskane dla obu kosmowek przedstawione zostaly na Rycinie 15. Analiza pikéw dla
kosméwki nr 4 z dodatkowym chromosomem Y w kariotypie meskim w programie

Peak Scanner Software v. 1.0 pokazuje Rycina 16.
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Wzgledna wysokos¢ piku

211813 X Y 211813 X Y 211813 X Y 211813 X Y 211813 X 211813 X 211813 X 2118 13 X
Sondy dla chromosoméw 13, 18, 21, X i Y

Ryc. 15 Fragment analizy wyniku MLPA (Microsoft Office Excel 2007). Wartosci wzgledne
fluorescencji pikéw sond dla chromosomoéow pary 13, 18, 21 i X mieszcza si¢ w prawidlowym zakresie
0,7-1,3 (niebieski znacznik). Wartosci dla chromosomu Y wynosza powyzej 1,3 (1,59-1,74) (czerwony
znacznik), co wskazuje na duplikacje chromosomu Y (kariotyp meski XYY).
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Ryc. 16 Fragment analizy MLPA z zestawem P095 (Peak Scanner Software v.1.0). Wynik nieprawidtowy
wskazujacy na wystepowanie dodatkowego chromosomu Y w kariotypie meskim. Strzatkami zaznaczono

nieprawidlowe produkty amplifikacji 4 réznych fragmentdow chromosomu Y. Wzrost wysokosci
wszystkich pikow oznacza duplikacje, czyli wystgpowanie dodatkowej kopii chromosomu Y.

Dodatkowy chromosom X w kariotypie meskim - XXY

Dodatkowy chromosom X w kariotypie meskim stwierdzono w przypadku
trzech kosméwek nr: 15, 55, 86. Podobnie jak w przypadku powyzej moze to oznaczaé
zarowno triploidi¢ z chromosomami plci XXY jak i dodatkowy chromosom X u plci
meskiej. We wszystkich trzech przypadkach analiza metoda FISH potwierdzita
wystepowanie triploidii z chromosomami ptei XXY.

W kazdym analizowanym przypadku duplikacj¢ obserwowano w przypadku 5 z

8 sond dla chromosomu X (Tabela 20). Wartosci wzgledne fluorescencji dla tych sond
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byly powyzej normy i znajdowaty si¢ w przedziale od 1,37 do 1,43. Natomiast wartosci
prawidlowe zaobserwowano dla pozostatych 3 sond chromosomu X, ktére wynosity od
0,91 do 1,03 (we wszystkich trzech kosméwkach prawidtowe wartos$ci uzyskano dla
tych samych 3 sond). Srednie warto$ci uzyskane w przypadku analizy tych 3 kosméwek
przedstawione zostaly na Rycinie 17. Przykltadowa analiza pikow dla kosmoéwki z
dodatkowym chromosomem X w kariotypie mgskim w programie Peak Scanner

Software v.1.0 pokazuje Rycina 18.
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Sondy dla chromosomoéw 13, 18,21, X i Y

Ryc. 17 Fragment analizy wyniku MLPA (Microsoft Office Excel 2007). Wartosci wzgledne
fluorescencji pikéw sond dla chromosomow pary 13, 18, 21 i Y mieszczg si¢ w prawidlowym zakresie
0,7-1,3 (znacznik niebieski). Wartosci dla 5 sond (sondy 1, 2, 3, 4, 8) chromosomu X wynosza powyzej
1,3 (1,37-1,43), co wskazuje na duplikacje chromosomu X (znacznik czerwony). Pozostate 3 sond
znajduja si¢ w prawidlowym zakresie (sondy 5, 6, 7 — znacznik czerwony). Taki wynik moze oznaczaé
zardwno wystepowanie triploidii z chromosomami ptci XXY, jak rowniez dodatkowy chromosom X u
ptci meskiej (kariotyp meski XXY).
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Ryc. 18 Fragment analizy MLPA z zestawem P095 (Peak Scanner Software v.1.0). Wynik nieprawidtowy
wskazujacy na wystepowanie dodatkowego chromosomu X w kariotypie meskim. Strzatkami zaznaczono
produkty amplifikacji 8 réznych fragmentow chromosomu X. W przypadku 3 fragmentow (5, 6, 7)
wysokosci pikow postaja w normie, w przypadku pozostatych 5 fragmentow (1, 2, 3, 4, 8) obserwuje si¢
wzrost wysokos$ci, co oznacza duplikacje, czyli wystgpowanie dodatkowej kopii chromosomu X.
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Trisomia X - XXX

W przypadku jednej kosmowki stwierdzono wystepowanie dodatkowego
chromosomu X u pitci zenskiej (kosméwka nr 103). W tym przypadku 4 z 8 sond dla
chromosomu X wykazaly warto$ci powyzej normy, od 1,37 do 1,63 (sondy 2, 3, 4, 5)
(Tabela 20). W przypadku pozostatych sond wartosci dla chromosomu X miescity si¢ w
granicach normy — 0,86 — 1,07 (sondy 1, 6, 7, 8). Warto$ci uzyskane dla wszystkich
sond kosméwki nr 103 przedstawione zostaly na Rycinie 19. Analiza pikow dla tej

kosmowki w programie Peak Scanner Software v.1.0 pokazuje Rycina 20.

1,5 -

0,5

Wzgledna wysokos¢ piku

21 1813 X 211813 X 211813 X 211813 X 2118 13 X 2118 13 X 21 18 13 X 21 18 13 X
Sondy dla chromosoméw 13, 18, 21, X

Ryc. 19 Fragment analizy wyniku MLPA (Microsoft Office Excel 2007). Wartosci wzgledne
fluorescencji pikow sond dla chromosoméw pary 13, 18 i 21 mieszcza si¢ w prawidtowym zakresie 0,7-
1,3 (znacznik niebieski). Wartosci dla 4 sond chromosomu X (sondy 2, 3, 4, 5) wynosza powyzej 1,3
(1,37-1,63), co wskazuje na duplikacj¢ chromosomu X (znacznik czerwony). Pozostate 4 sondy (sondy 1,
6, 7, 8) znajduja si¢ w prawidlowym zakresie (znacznik czerwony). Taki wynik moze oznaczaé
wystepowanie dodatkowego chromosomu X w kariotypie zefiskim (trisomia X — XXX).
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Ryc. 20 Fragment analizy MLPA z zestawem P095 (Peak Scanner Software v.1.0). Wynik nieprawidtowy
wskazujacy na wystepowanie trisomii chromosomu X. Strzatkami zaznaczono produkty amplifikacji 8
réznych fragmentéw chromosomu X. W przypadku 4 fragmentow (1, 6, 7, 8) wysokoS$ci pikow postaja w
normie, w przypadku pozostatych 4 fragmentow ( 2, 3, 4, 5) obserwuje si¢ wzrost wysokos$ci, co oznacza
duplikacje, czyli wystepowanie dodatkowej kopii chromosomu X.
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Monosomia X 7 trisomiq 18

W jednym przypadku (kosmdéwka nr 47) stwierdzono wystgpowanie monosomii
chromosomu X z trisomig chromosomu pary 18. Delecje stwierdzono w przypadku
wszystkich sond chromosomu X oraz 5 z 8 sond chromosomu pary 18 (sondy 1, 3, 4, 5,
7). Wzgledne wartos$ci fluorescencji dla sond chromosomu X wynosity od 0,58 do 0,68,
natomiast dla chromosomu 18 wartosci nieprawidlowe miescity si¢ w granicach od 1,35
do 1,71 dla 5 sond, a dla 3 pozostatych wynosity 1,12- 1,24. Wartosci dla wszystkich
sond kosméwki nr 47 przedstawione zostaly na Rycinie 21. Analiza pikéw dla

kosmowki 47 w programie Peak Scanner Software v.1.0 pokazuje Rycina 22.
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21 18 13 X 2118 13 X 21 18 13 X 2118 13 X 21 18 13 X 21 18 13 X 21 18 13 X 21 18 13 X
Sondy dla chromosoméw 13, 18, 21i X

Ryc. 21 Fragment analizy wyniku MLPA (Microsoft Office Excel 2007). Wartosci wzgledne
fluorescencji pikéw sond dla chromosomow pary 13 i 21 mieszczg si¢ w prawidtowym zakresie 0,7-1,3
(niebieski znacznik). Wartosci dla 5 sond (1, 3, 4, 5, 7) chromosomu pary 18 wynosza powyzej 1,3 (1,35-
1,71), co wskazuje na duplikacje chromosomu pary 18, czyli trisomi¢ 18 (czerwony znacznik). Wartosci
dla pozostatych 3 sondy (2, 6, 8) mieszcza si¢ W granicach normy(czerwony znacznik). Dodatkowo
wartos$ci dla chromosomu X wynosza ponizej 0,7 (0,54-0,67), co wskazuje na delecje chromosomu X -
monosomi¢ X (zielony znacznik).
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Ryc. 22 Fragment analizy MLPA z zestawem P095 (Peak Scanner Software v.1.0). Wynik nieprawidlowy
wskazujacy na wystgpowanie monosomii X z trisomig 18. Czarnymi strzatkami zaznaczono produkty
amplifikacji 8 roznych fragmentéw chromosomu X, a czerwonymi chromosomu pary 18. W przypadku
chromosomu X zmniejszona wysoko$¢ wszystkich pikow oznacza wystepowanie tylko jednej kopii tego
chromosomu, przy braku chromosomu Y. W przypadku chromosomu pary 18 wysokosci pikow 2, 6 i 8
postaja w normie, w przypadku pozostatych: 1, 3, 4, 5 i 7 obserwuje si¢ wzrost wysokosci, co oznacza
duplikacje, czyli wystgpowanie dodatkowej kopii chromosomu pary 18.

0

XXIXY
W przypadku kosmowki nr 23 analiza MLPA wykazala wzrost wzglednych

wartosci fluorescencji pikéw dla chromosomu X (powyzej 1,3) oraz zmniejszenie
warto$ci fluorescencji pikéw dla chromosomu Y (ponizej 0,7). Wskazuje to na
wystepowanie kariotypu zenskiego 1 meskiego XX/XY. Przeprowadzona wczesniej
analiza metodg FISH dla tej kosmowki stwierdzita rownoczesne wystepowanie w
jednym preparacie jader interfazowych z dwom chromosomami X jak z chromosomem
X oraz Y, z przewaga jader XX (83/17).

W przypadku sond dla chromosomu X wzgledne wartosci fluorescencji byty
nieprawidlowe w zakresie od 1,38 do 1,98. Wartosci dla chromosomu Y byty ponizej
normy i wynosity od 0,62 do 0,68. Wartosci fluorescencji uzyskane dla wszystkich sond
w badaniu kosmowki nr 23 przedstawione zostaty na Rycinie 23. Analiza pikéw dla tej

kosmowki w programie Peak Scanner Software v.1.0 pokazuje Rycina 24.
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Sondy dla chromosomoéw 13, 18, 21, X i Y

Ryc. 23 Fragment analizy wyniku MLPA (Microsoft Office Excel 2007). Wartosci wzgledne
fluorescencji pikow sond dla chromosoméw pary 13, 18 i 21 mieszcza si¢ w prawidtowym zakresie 0,7-
1,3 (niebieski znacznik). Wartosci dla sond chromosomu X wynosza powyzej 1,3 (1,37-1,98), co
wskazuje na duplikacje chromosomu X (czerwony znacznik). Natomiast wartosci dla sond chromosomu
Y wynoszg ponizej 0,7 (0,62-0,68) (zielony znacznik). Taki wynik moze oznaczaé zard6wno kontaminacje
komorek plodowych pici meskiej komorkami matki, jak réwniez wystegpowanie mozaikowosci
komorkowej XX/XY.
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Ryc. 24 Fragment analizy MLPA z zestawem P095 (Peak Scanner Software v.1.0). Wynik wskazujacy na
wystepowanie zardwno kariotypu XX jak i XY. Czarnymi strzatkami zaznaczono produkty amplifikacji 8
roznych fragmentéw chromosomu X, a czerwonymi chromosomu Y. Wartosci pikéw dla chromosomu X
znajduja si¢ powyzej granicy normy (1,3), co wskazuje na wystgpowanie dodatkowej kopii chromosomu
X w kariotypie meskim. Z kolei dla produktow amplifikacji chromosomu Y warto$ci te sa nizsze niz
dolna granica normy. Taki uklad moze oznacza¢ kontaminacj¢ materialu biologicznego komoérkami
matczynymi lub kariotyp mozaikowy XX/XY.

Wyniki prawidlowe

W przypadku 91 ze 119 przebadanych kosmoéwek nie stwierdzono zmian w
liczbie chromosomow pary 13, 18, 21, X i Y. W 58 kosmoéwkach analiza MLPA
stwierdzila wystepowanie pici zenskiej, w pozostatych 33 przypadkach stwierdzono

pte¢ meska. Uzyskane w wyniku normalizacji $rednie warto$ci wzgledne fluorescencji
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sond dla wyzej wymienionych chromosomoéw miesécity si¢ w granicach normy i
wynosity od 0,97 do 1,08 dla kosmowek z kariotypem zenskim oraz od 0,94 do 1,04 dla
kosmoéwek z kariotypem meskim. Odchylenie standardowe dla wynikow prawidtowych
zenskich wynosito od 0,07 do 0,22, natomiast dla wynikow prawidlowych meskich od
0,07 do 0,20. Usrednione warto$ci fluorescencji oraz warto$¢ odchylenia

standardowego uzyskane dla poszczego6lnych sond przedstawiono na Rycinach 25 i 26.
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21 18 13 X 21 18 13 X 21 18 13 X 21 18 13 X 21 18 13 X 21 18 13 X 21 18 13 X 21 18 13 X
Sondy dla chromosomoéw pary 13, 18,21 X

Ryc. 25 Fragment analizy MLPA P095 (Microsoft Excel 2007). Wyniki prawidtowe 58 kosmowek (pte¢
zenska). Na wykresie przedstawiono srednie wartosci fluorescencji pikow dla wszystkich sond w
zestawie P095 oraz warto$ci odchylenia standardowego dla poszczegdlnych sond.
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Sondy dla chromosoméw pary 13, 18, 21, X i Y

Ryc. 26 Fragment analizy MLPA P095 (Microsoft Excel 2007). Wyniki prawidtowe 33 kosmowek (pte¢
meska). Na wykresie przedstawiono $rednie wartosci fluorescencji pikow dla wszystkich sond w zestawie
P095 oraz wartosci odchylenia standardowego dla poszczegolnych sond.
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4.4.2. MLPA P036 i P070

Analize regionéw subtelomerowych metoda MLPA dwoma zestawami P036 i
P070 podjeto w przypadku 77 kosmowek. Do badania zakwalifikowano 74 kosméwki,
w przypadku ktérych nie zidentyfikowano nieprawidtowosci chromosomowych
metodami FISH, QF-PCR oraz MLPA z zestawem P095. Dodatkowo do badania
wlaczono takze 3 dodatkowe kosméwki nr: 21, 42, 94. W przypadku kosmowki nr 21
analize regionéw subtelomerowych wykonano, aby oceni¢ sposob dziedziczenia
chromosomow w gametach, ze wzgledu na nosicielstwo u matki translokacji wzajemnej
zrbwnowazonej pomiedzy chromosomami pary 14 i 18 (wyniki badan metoda FISH,
QF-PCR 1 MLPA P095 wskazywaty na wystgpowanie u ptodu trisomii chromosomu
pary 18).

W drugim przypadku (kosméwka nr 42) zidentyfikowano wystgpowanie
dodatkowego materiatu genetycznego pochodzacego od matki, ktéra jest nosicielkg
chromosomu markerowego utworzonego =z krotkich ramion chromosomow
akrocentrycznych pary 14 lub 22. Ze wzgledu na to, iz w krétkich ramionach
chromosomow akrocentrycznych nie wystepuja sekwencje kodujace biatka, podjeto
analiz¢ regionéw subtelomerowych w celu wykluczenia innych, dodatkowych aberracji
chromosomowych.

W trzecim przypadku, kosmowki nr 94, analiza FISH wykryta obecno$¢ w 84%
jader interfazowych chromosomow pici XX, a w 16% chromosoméw X 1 Y. Badania
molekularne metoda QF-PCR oraz MLPA P095 nie wykazaly natomiast wystgpowania
chromosomu Y w badanym DNA. W obu przypadkach wyniki badan byty prawidtowe 1
wskazywaly na wystgpowanie ptci zenskie;j.

Sposrod 77 kosmoéwek zakwalifikowanych do badan informacyjne wyniki udato
si¢ uzyska¢ w 62 przypadkach (81% badanych kosméwek). W przypadku pozostatych
15 kosméwek wyniki rozdziatu elektroforezy kapilarnej byly nieinformacyjne i nie
pozwolily na prawidtowa analiz¢ produktow amplifikacji.

Badania regionéw subtelomerowych z zestawami MLPA P036 1 PO70 pozwolity
na zidentyfikowanie nieprawidtowosci w 7 kosmoéwkach. W 4 przypadkach wyniki
badan wskazywaly na obecno$¢ dodatkowej kopii chromosomu pary: 7 (kosmoéwka nr
91), 8 (kosmowka nr 57), 14 (kosmowka nr 56) i 20 (kosmoéwka nr 48), czyli
wystepowanie trisomii chromosoméw autosomalnych. W 2 kosmowkach stwierdzono
wystepowanie delecji i duplikacji w regionach subtelomerowych: kosméwka nr 11 —
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delecja w regionie 6q i duplikacja w regionie 9q oraz kosmowka nr 122 — delecja w
regionie 6q i duplikacja w regionie 2p. W przypadku kosmowki nr 21 stwierdzono
wystepowanie duplikacji w regionie 18q.

W  pozostatych 55 kosméwkach nie stwierdzono nieprawidlowosci
$wiadczacych o wystgpowaniu trisomii lub innej aberracji strukturalnej o charakterze
delecji lub duplikacji. Srednie wartosci fluorescencji dla sond w zestawie P036 w
przypadku prawidtowych kosmoéwek znajdowaly si¢ w granicach od 0,96 do 1,02, a
warto$ci odchylenia standardowego w przedziale od 0,07 do 0,17. Dla zestawu P070
srednie wartosci fluorescencji prawidtowych kosméwek wynosity od 0,95 do 1,02, a
wartosci odchylenia standardowego od 0,05 do 0,17. Srednie warto$ci fluorescencji oraz
warto$ci odchylenia standardowego dla kazdej sondy w zestawie P036 i P070

przedstawiono na Rycinach 27 i 28.
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1p 2p 3p 4p 5p 6p 7p 8 9p 10p 11p 12p 13p 14p 15p 16p 17p 18p 19p 20p 21p 22p X-Yp 1g 29 3q 49 59 69 79 8g 9q 10g 11g 12q 13q 14q 159 16q 179 18g 199 20q 21q 229 X-Yq

Ryc. 27 Fragment analizy MLPA P036 (Microsoft Excel 2007). Wyniki prawidtowe 55 kosmowek. Na wykresie przedstawiono Srednie wartosci fluorescencji pikow dla
wszystkich sond w zestawie P036 oraz wartosci odchylenia standardowego dla poszczegdlnych sond. Srednie wartosci sg bliskie 1,0, natomiast warto$¢ odchylenia
standardowego dla poszczegolnych sond wyniosta od 0,07 do 0,17.
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1g 29 39 49 59 69 79 8q 99 109 11lq 12q 13q 14q 159 16q 17q 189 199 20q 21q 229 X- 1p 2p 3p 4p 5p 6p 7p 8p 9p 10p 1llp 12p 13p 14p 15p 16p 17p 18p 19p 20p 21p 22p X-Yp
Yq

Ryc. 28 Fragment analizy MLPA P070 (Microsoft Excel 2007). Wyniki prawidtowe 55 kosmowek. Na wykresie przedstawiono Srednie wartosci fluorescencji pikow dla
wszystkich sond w zestawie P070 oraz wartosci odchylenia standardowego dla poszczegoélnych sond. Srednie wartosci sg bliskie 1,0, natomiast warto$§¢ odchylenia
standardowego dla poszczegdlnych sond wyniosta od 0,05 do 0,17.
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Trisomia 7

Trisomi¢ chromosomu pary 7 zidentyfikowano w przypadku kosmowki nr 91.
Analiza MLPA z zestawem P036 i P070 wykazata wystepowanie duplikacji w
regionach subtelomerowych chromosomu pary 7 — 7p i 7q. Wartosci pomiaru
fluorescencji dla sond regionu 7p wynosily dla zestawu P036 1 P070 odpowiednio 1,52 i
1,35, a dla regionu 7q - 1,39 i 1,44. Analiza wynikéw w programie Peak Scanner
Software v.1.0 przedstawia Rycina 29. Wyniki uzyskane metodg MLPA zostaly
potwierdzone metodg FISH z sondami subtelomerowymi do ramion p i q chromosomu

pary 7 oraz z sondg kontrolng do ramienia q chromosomu pary 14 (Ryc. 30).
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Ryc. 29 Fragment analizy MLPA z zestawem P036 i P070 (Peak Scanner Software v.1.0). Wynik
nieprawidlowy wskazujacy na wystgpowanie dodatkowego chromosomu pary 7 (trisomia 7). Rycina A
przedstawia rozdzial pikow w zestawie P036, rycina B w zestawie P070. Strzatkami oznaczono wzrost
wysokosci pikow dla sondy 7p i 7q w obu zestawach. Duplikacja w obu regionach, w kazdym zestawie
oznacza trisomi¢ chromosomu pary 7.
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A B

Ryc. 30 FISH do jader interfazowych z sondami subtelomerowymi do ramion p i q chromosomu pary 7.
Strzatkami zaznaczono sygnaty hybrydyzacyjne. Czerwone sygnaty pochodzg od sondy hybrydyzujacej
do ramienia 7q (7QTELZ20), zielone od sondy 7p (G31341), a niebieskie od sondy hybrydyzujacej do
ramienia q chromosomu pary 14 (D14S1420). Na Rycinie A przedstawiono jadro interfazowe z trzema
sygnatami pochodzacymi od sondy 7p i 7q oraz dwoma od sondy 14q. Rycina B przedstawia tylko sondy
hybrydyzujace do ramion p i q chromosomu pary 7.

Trisomia 8

Obecnos¢ dodatkowej kopii chromosomu pary 8 zaobserwowano w przypadku
kosmoéwki nr 57. Analiza MLPA z zestawem P036 i PO70 wykazata wystgpowanie
duplikacji w regionach subtelomerowych chromosomu pary 8 — 8p i 8q. Wartosci
pomiaru fluorescencji dla sond regionu 8p wynosilty dla zestawu P036 1 P070
odpowiednio 1,36 i 1,35, a dla regionu 8q - 1,41 i 1,35. Analiz¢ wynikéw w programie
Peak Scanner Software v.1.0 przedstawia Rycina 31. Wyniki uzyskane metoda MLPA
zostaly potwierdzone metodg FISH z sondami subtelomerowymi do ramion p 1 q
chromosomu pary 8 oraz z sondg kontrolng do ramienia p chromosomu pary 17 (Ryc.

32).
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Ryc. 31 Fragment analizy MLPA z zestawem P036 i PO70 (Peak Scanner Software v.1.0). Wynik
nieprawidlowy wskazujacy na wystepowanie dodatkowego chromosomu pary 8. Rycina A przedstawia
rozdziat pikoéw w zestawie P036, Rycina B w zestawie P070. Strzatkami oznaczono wzrost wysokosci
pikow dla sondy 8p i 8q w obu zestawach. Duplikacja w obu regionach, w kazdym zestawie oznacza
trisomi¢ chromosomu pary 8.

A

Ryc. 32 FISH do jader interfazowych z sondami subtelomerowymi do ramion p i q chromosomu pary 8.
Strzatkami zaznaczono sygnaty hybrydyzacyjne. Czerwone sygnaty pochodza od sondy hybrydyzujacej
do ramienia 8q (V1J%yRM2053), zielone od sondy 8p (D8S504), a niebieskie od sondy hybrydyzujacej do
ramienia p chromosomu pary 17 (282M15/SP6). Na Rycinie A i B przedstawiono jadro interfazowe z
trzema sygnatami pochodzacymi od sondy 8p i 8q oraz dwoma sygnatami od sondy 17p.
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Trisomia 14

W przypadku kosmowki nr 56 zidentyfikowano trisomi¢ chromosomu pary 14.
Analiza MLPA z zestawem P036 i P070 wykazala wystepowanie duplikacji w
regionach subtelomerowych chromosomu pary 14 — 14”p” i 14q (sonda 14p
hybrydyzuje do sekwencji lezacej pod centromerem ramienia g, ze wzglgdu na to, iz
chromosom pary 14 jest akrocentrykiem i nie posiada sekwencji kodujacych w
okolicach subtelomeru ramienia p). Wartosci pomiaru fluorescencji dla sond regionu
14p wynosity dla zestawu P036 1 PO70 odpowiednio 1,37 i 1,52, a dla regionu 14q -
1,45 1 1,38. Analize wynikdw w programie Peak Scanner Software v.1.0 przedstawia
Rycina 33. Wyniki uzyskane metoda MLPA zostaly potwierdzone metoda FISH z

sondami subtelomerowymi do ramienia q chromosomu pary 14 (Ryc. 34).
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Ryc. 33 Fragment analizy MLPA z zestawem P036 i PO70 (Peak Scanner Software v.1.0). Wynik
nieprawidlowy wskazujacy na wystepowanie dodatkowego chromosomu pary 14. Rycina A przedstawia
rozdziat pikow w zestawie P036, Rycina B w zestawie P070. Strzatkami oznaczono wzrost wysokosci
pikow dla sondy 14p i 14q w obu zestawach. Duplikacja w obu regionach, w kazdym zestawie oznacza
trisomi¢ chromosomu pary 14.
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Ryc. 34 FISH do jader interfazowych z sondami subtelomerowymi do ramienia g chromosomu pary 14.
Strzatkami zaznaczono sygnaty hybrydyzacyjne. Niebieskie sygnatly pochodzg od sondy hybrydyzujacej
do ramienia 14q (D14S1420). Na Rycinie przedstawiono jadro interfazowe z trzema sygnatami
pochodzacymi od sondy 14q.

Trisomia 20

Obecnos¢ dodatkowej kopii chromosomu pary 20 zaobserwowano w przypadku
kosmowki nr 48. Analiza MLPA z zestawem P036 i PO70 wykazala wystgpowanie
duplikacji w regionach subtelomerowych chromosomu pary 20 — 20p i 20q. Wartosci
pomiaru fluorescencji dla sond regionu 20p wynosity dla zestawu P036 i P070
odpowiednio 1,41 i 1,74, a dla regionu 20q - 1,43 i 1,55. Analiz¢ wynikow w programie
Peak Scanner Software v.1.0 przedstawia Rycina 35. Wyniki uzyskane metoda MLPA
zostaly potwierdzone metoda FISH z sondami subtelomerowymi do ramion p i q

chromosomu pary 20 (Ryc. 36).
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Ryc. 35 Fragment analizy MLPA z zestawem P036 i PO70 (Peak Scanner Software v.1.0). Wynik
nieprawidtowy wskazujacy na wystgpowanie dodatkowego chromosomu pary 14. Rycina A przedstawia
rozdziat pikow w zestawie P036, Rycina B w zestawie P070. Strzatkami oznaczono wzrost wysokosci
pikow dla sondy 14p i 14q w obu zestawach. Duplikacja w obu regionach, w kazdym zestawie oznacza
trisomi¢ chromosomu pary 14.

!
I

Ryc. 36 FISH do jader interfazowych z sondami subtelomerowymi do ramienia q chromosomu pary 20.
Strzatkami zaznaczono sygnaly hybrydyzacyjne. Czerwone sygnaty pochodza od sondy hybrydyzujacej
do ramienia 20q (20QTEL14), zielone od sondy 20p (D20S1157). Na Rycinie przedstawiono jadro
interfazowe z trzema sygnatami pochodzacymi od sondy 20p i 20q.
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4.4.3. Wyniki MLPA P245

Do identyfikacji mikrodelecji/mikroduplikacji wykorzystano zestaw MLPA P245.
Do badania zakwalifikowano 10 kosmowek — wszystkie pochodzity z pdznych
poronien, powyzej 12 tygodnia cigzy, a wczesniej przeprowadzone badania innymi
metodami nie wykazaty aberracji chromosomowych. Badaniami objeto kosméwki nr:
13 (21t.c.), 16 (23t.c.), 19 (15t.c.), 28 (17 t.c.), 34 (19t.c.), 60 (22 t.c.), 62 (21 t.c.), 69
(19 t.c.), 82 (17 t.c.), 118 (16 t.c.). W przypadku kosmoéwek nr: 16, 60 i 118 u ptodu
wystepowaty wrodzone wady rozwojowe (wady cewy nerwowej i wady konczyn).

W  badaniu nie stwierdzono wystepowania zmian o charakterze
mikrodelecji/mikroduplikacji w przypadku zadnej z 10 kosmowek. Uzyskane w wyniku
normalizacji $rednie wartosci wzgledne fluorescencji sond wynosity od 0,92 do 1,13.
Warto$ci odchylenia standardowego wynosity od 0,04 do 0,13. Wyniki analizy MLPA
P245 zostaty przedstawione na Rycinie 37.
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Wzgledna wysokosc piku

Sondy w zestawie P245

Ryc. 37 Fragment analizy MLPA P245 (Microsoft Excel 2007). Wyniki prawidtowe 10 badanych kosmowek. Na wykresie przedstawiono $rednie wartosci fluorescencji
pikow dla wszystkich sond w zestawie P245 oraz wartosci odchylenia standardowego dla poszczegolnych sond.
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4.5. Wyniki badan materialu z poronienia u nosicieli translokacji

wzajemnych zrownowazonych

Para BK i WK

Panstwo BK i WK zglosili si¢ do Poradni Genetycznej w zwiazku z utratg
trzeciej ciazy, po ktorej zostala zabezpieczona kosmowka do badan genetycznych. W
badaniu kosmowki nie wykryto zmian w liczbie chromosomow pary 13, 15, 16, 18, 21 i
22, w zwiazku z czym wykonano analize sekwencji subtelomerowych metoda MLPA.
U pary wykonano rownoczesnie badanie kariotypu.

W chwili badania pacjentka miata 33 lata, a pacjent 40. Oboje byli zdrowi, bez
choréb genetycznych i1 wad wrodzonych, nie byli takze ze soba spokrewnieni.
Przeprowadzony wywiad lekarski nie wskazywal na szczegdlne narazenie obojga
partneréw na czynniki mutagenne lub teratogenne w Srodowisku pracy, ktoére mogtyby
wigza¢ si¢ z niepowodzeniami rozrodu. U pary wystapily dotychczas 4 cigze: CI -
poronienie samoistne w 5/6 t.c., CIl - zdrowy syn (rozwdj prawidlowy), CIII —
obumarcie zarodka w 7 t.c., CIV — obumarcie ptodu w 11 t.c. (kosmowka zostata
zabezpieczona do badan genetycznych).

Analiza rodowodu partneréw wskazywata na wystepowanie niepowodzen cigzy
w obu rodzinach. U matki pacjentki nastgpita utrata jednej wczesnej cigzy oraz zgon
przedwczesnie urodzonej corki. U babci pacjenta ze strony ojca wystapit zgon syna
(zaraz po urodzeniu), u bratowej ojca pacjenta utrata jednej zdrowej ciazy, u drugiej
bratowej zgon przedwczesnie urodzonej corki. Szczegotowa analiza rodowodu zostata
przedstawiona na Rycinie 38.

Wynik badania kariotypu pary wykazal u pacjenta wystepowanie
zrownowazonej translokacji wzajemnej miedzy chromosomami pary 6 1 9 —
46,XY,1(6;9)(g26;932) (Ryc. 39). Kariotyp pacjentki byt prawidtowy.

W badaniu MLPA z zestawem P036 i PO70 do regionéw subtelomerowych,
ktore wykonano z DNA wyizolowanego z kosmowki po trzecim poronieniu (kosmowka
nr 11), wykryto delecj¢ w dlugim ramieniu chromosomu pary 6 (del 6q: sonda 01746-
L01304, 346 nt; sonda 02694-1.02844, 166 nt) oraz duplikacje w dlugim ramieniu
chromosomu pary 9 (dup 9q: sonda 08205-L08170, 372 nt; sonda 02792-L.02846, 186

nt). Fragmenty analizy sekwencji subtelomerowych przedstawiono na Rycinie 40.
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Wynik badania MLPA zostal potwierdzony metoda FISH do sekwencji
subtelomerowych (Rycina 41).
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Ryc. 38 Rodowdd pary BK i WK. Strzatkami zaznaczono pacjentéw oraz trzecie poronienie samoistne (badana kosmowka).
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Ryc. 39 Translokacja wzajemna u pacjenta WK. Rycina przedstawia prawidtowe chromosomy pary 6 i 9 oraz chromosomy po translokacji der(6) i der(9)

46,XY,1(6;9)(q26;032).
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Ryc. 40 Fragment analizy MLPA P036 i P070 (Peak Scanner Software v. 1.0). Wynik nieprawidtowy
(kosmowka nr 11) wskazujacy na wystgpowanie delecji 6q i duplikacji 9q. Rycina A przedstawia rozdziat
pikow w zestawie P036, Rycina B w zestawie P070. Strzatkami oznaczono wzrost wysokosci piku dla

sondy 9q i zmniejszenie wysokos$ci dla sondy 6q w obu zestawach.

106



Wyniki

Ryc. 41 FISH z sondami subtelomerowymi do jader interfazowych. Czerwone 1 zielone sygnaly
hybrydyzacyjne pochodza z regionu subtelomerowego 9p i 9q (A) oraz 6p i 6q (B). Niebieskie sygnaty
pochodza z regionu 17q (A) oraz13q (B). Na Rycinie A strzatkami zaznaczono trzy czerwone sygnaty
sondy 9q (D9S325). Rycina B przedstawia pojedynczy czerwony sygnal od sondy 6q (6QTEL54). Taki
wynik $wiadczy o delecji w regionie 6q i duplikacji w regionie 9q.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze przyczyng poronienia
samoistnego z czwartej cigzy bylo wystgpowanie niezrownowazonej translokacji
pochodzenia ojcowskiego. Odziedziczenie tylko jednego chromosomu pochodnego od
ojca spowodowato delecje w dlugim ramieniu chromosomu pary 6 oraz duplikacje
fragmentu dhugiego ramienia chromosomu pary 9. Nie stwierdzono takze zadnych
innych aberracji, ktore moglyby by¢ przyczyna poronien. Uzyskane wyniki $wiadczg o
tym, iz aberracja strukturalna, ktora wystgpuje u pacjenta, prowadzi¢ moze do
tworzenia gamet z jednym z chromosoméow pochodnych powstatych po translokacji, co
prowadzi do wczesnych poronien samoistnych. Poniewaz nie badano materiatu
pochodzacego z wczesniejszych poronien nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, iz w

kazdym przypadku wzor dziedziczenia chromosomow pochodnych byt taki sam.

Para MK i DK

Pacjenci MK i DK to para, u ktorej wystapity trzy niepowodzenia cigzy.
Pacjentka czterokrotnie byta w cigzy: CI — zdrowy syn, CIl — poronienie samoistne w 9
t.c., Clll — obumarcie ptodu w 8 t.c., CIV — obumarcie ptodu w 19 t.c. Badania
molekularne prowadzono na kosméwce z czwartej cigzy (kosmowka nr 122).

Pacjenci nie s3 ze sobg spokrewnieni, nie maja wad wrodzonych, nie byli
narazeni na szkodliwie czynniki teratogenne lub mutagenne mogace mie¢ znaczenie w

ustalaniu przyczyny niepowodzenia. Przeprowadzony wywiad ujawnit niepowodzenia
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rozrodu w rodzinie pacjentéw (Ryc. 43). U brata matki pacjenta wystapil zgon corki
kilka miesigcy po porodzie. Corka brata matki pacjentki bezskutecznie stara si¢ o cigzg,
a u jej siostry wystgpito poronienie samoistne cigzy blizniacze;j.

Analiza kariotypu obojga partneréw wykazala, ze pacjent jest nosicielem
translokacji wzajemnej zrownowazonej pomigdzy chromosomami pary 2 i 6 —
46,XY,1(2;6)(p25.1;925.1) (Ryc. 42).

Wyniki przeprowadzonych badan, w kierunku najczgsciej wystepujacych
aneuploidii 13, 15, 16, 18, 21, 22, X 1 Y byty prawidlowe. Analiza molekularna metoda
MLPA z zestawem PO036 i PO70 dla regionow subtelomerowych wykazata
wystepowanie delecji w dlugim ramieniu chromosomu pary 6 (delecja 6q: sonda 01746-
L01304, 130 nt; sonda 02694-1.02844, 166 nt) i duplikacji w krotkim ramieniu
chromosomu pary 2 (dup 2p: sonda 02269-L01761, 130 nt; sonda 02709-L02856, 315
nt). Fragment analizy sekwencji subtelomerowych przedstawiono na Rycinie 44. Wynik
badania MLPA zostal potwierdzony metodg FISH do sekwencji subtelomerowych
(Rycina 45).

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze przyczyna obumarcia
ptodu z CIV bylo wystepowanie niezrownowazone] translokacji pochodzenia
ojcowskiego. Odziedziczenie tylko jednego chromosomu pochodnego od ojca
spowodowato delecje¢ w dlugim ramieniu chromosomu pary 6 oraz duplikacje
fragmentu krotkiego ramienia chromosomu pary 2. Nie stwierdzono takze zadnych

innych aberracji, ktére mogtyby by¢ przyczynag poronienia.
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5¢

der(2) 2 der(6) 6

Ryc. 42 Translokacja wzajemna u pacjenta DK. Rycina przedstawia prawidlowe chromosomy pary 2 i 6
oraz chromosomy po translokacji der(2) i der(6). Kariotyp pacjenta: 46,XY,t(2;6)(p25.1;025.1).
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Ryc. 43 Rodowdd pacjentow MK i DK. Strzatkami zaznaczono pacjentéw oraz badane poronienie.
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Ryc. 44 Fragment analizy MLPA P036 i PO70 (Peak Scanner Software v.1.0). Wynik nieprawidtowy
(kosmowka nr 122) wskazujacy na wystgpowanie delecji 6q i duplikacji 2p. Rycina A przedstawia
rozdziat pikoéw w zestawie P036, Rycina B w zestawie P070. Strzatkami oznaczono wzrost wysokosci
piku dla sondy 2p i zmniejszenie wysokosci dla sondy 6q w obu zestawach.
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Ryc. 45 FISH z sondami subtelomerowymi do jader interfazowych. Czerwone i zielone sygnaty
hybrydyzacyjne pochodza z regionu subtelomerowego 2p i 2q (A) oraz 6p i 6q (B). Niebieskie sygnaty
pochodza z regionu Xa/Yq (A) oraz13qg (B). Na Rycinie A strzatkami zaznaczono trzy zielone sygnaty
sondy 2p (VI1J°yRM2052). Rycina B przedstawia pojedynczy czerwony sygnat od sondy 6q (6QTEL54).
Taki wynik §wiadczy o delecji w regionie 6q i duplikacji w regionie 2p.

Para MB i MB

U pacjentow MB i MB wystgpity trzy poronienia samoistne: CI — poronienie
samoistne w 9 t.c., Cll — obumarcie cigzy w 14 t.c., CIII — poronienie samoistne w 9 t.c.
Para nie ma dzieci. W cigzy drugiej, w badaniu ultrasonograficznym stwierdzono
nieprawidlowa przezierno§¢ karkowa. Do badan molekularnych wykorzystano
kosmowke z trzeciej cigzy (kosmowka nr 21).

Pacjenci nie sg spokrewnieni, nie maja wad wrodzonych. W rodowodzie obu
rodzin nie wystgpowaty niepowodzenia cigzy, natomiast w rodzinie pacjenta jest trzech
krewnych z niepelnosprawnoscig intelektualng 1 fizyczna.

Analiza kariotypu przeprowadzona u obojga partnerow pozwolita na
identyfikacj¢ ~u  pacjentki  translokacji =~ wzajemnej  zréwnowazone]  —
46,XX,t(14;18)(q10;q10). Do translokacji doszto w wyniku fuzji ramion krotkich
chromosomow pary 14 1 18 oraz fuzji ramion dtugich tych samych chromosoméw (Ryc.
46).

We weczesniejszych badaniach FISH kosmoéwki z cigzy drugiej, ktore
przeprowadzono w NZOZ CGM Genesis w Poznaniu, stwierdzono wystepowanie
trzech sygnatow hybrydyzacyjnych pochodzacych od chromosomu pary 18. Nie
pozwolito to jednak na ustalenie, ktory z chromosomow po translokacji zostat

odziedziczony. W przypadku kosmowki z cigzy trzeciej wykonano najpierw badanie
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metoda FISH z chromosomami 13, 15, 16, 18, 21, 22, X i Y, ktéry wykazaty
wystepowanie triosmii 18 a nastepnie badania molekularne. Dzigki badaniom
molekularnym ustalono, ze przyczyng niepowodzenia cigzy byta trisomia dlugiego
ramienia chromosomu pary 18. W badaniu MLPA z zestawem P095 z sondami do
ramienia krotkiego i dlugiego chromosomu pary 18, nieprawidtowe wartosci uzyskano
dla 5 z 8 sond. Cztery sondy hybrydyzowaty do ramienia dlugiego (18q21.2, 18q23,
18021.33, 18ql11.2) oraz jedna do ramienia krotkiego (18pl11.21). Wyniki badan z
pozostalymi trzema sondami byly prawidlowe (18¢g21.32, 18gl11.2, 18pl11.32).
Nieprawidlowy wynik uzyskano takze dla tej samej kosmowki w badaniu QF-PCR —
wzor trojalleliczny 2:1 dla markera D18S535(18q12.3) lezacego w dlugim ramieniu
chromosomu pary 18. Takze analiza MLPA z zestawem P036 i P070 wskazata na
wystepowanie duplikacji w regionie 18q (sonda 01758-L01292, 441 nt; sonda 02704-
L03607, 258 nt) (Ryc. 47) co potwierdzita analiza FISH z sondami subtelomerowymi
(Ryc. 48).

Przeprowadzone badania pokazuja, ze przyczyna poronienia byla trisomia
dlugiego ramienia chromosomu pary 18. Gameta matczyna zawierata tylko jeden
chromosom po translokacji, ztozony z dwéch ramion dhugich 14 1 18 oraz jeden
prawidtowy chromosom pary 18. Gameta ojcowska byla prawidlowa z jednym
chromosomem kazdej pary. Po zaptodnieniu w komorce znalazty si¢ dwa prawidlowe
chromosomy pary 18, jeden prawidlowy pary 14 i jeden zlozony z dlugiego ramienia
chromosomu 14 i 18. Wynikiem takiego rozktadu byta trisomia dlugich ramion
chromosomu 18. W zwigzku z tym, ze duplikacji ulegta takze sonda do ramienia
krotkiego regionu 18pl11.21 (wzgledna warto$¢ fluorescencji 1,56), ktory lezy
bezposrednio nad centromerem mozna wnioskowaé, ze punkt pekniecia chromosomu
paryl8 znajduje si¢ w prazku p11.

der(14;18)

- chr. 18
der(14;18) :

e L
\ o,

chr. 14

Ryc. 46 Translokacja wzajemna u pacjentki MB. Rycina przedstawia prawidtowe chromosomy pary 14 i
18 oraz chromosomy po translokacji der(14;18).
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Ryc. 47 Fragment analizy MLPA P036 i PO70 (Peak Scanner Software v.1.0). Wynik nieprawidtowy
(kosmoéwka nr 21) wskazujacy na wystgpowanie duplikacji 18q. Rycina A przedstawia rozdziat pikow w
zestawie P036, Rycina B w zestawie P070. Strzatkami oznaczono wzrost wysokosci piku dla sondy 18q
w obu zestawach.
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Ryc. 48 FISH z sondami subtelomerowymi do jader interfazowych. Rycina A przedstawia jadro
interfazowe z trzema niebieskimi sygnatami z regionu 18q (duplikacja 18q). Dwa czerwone i dwa zielone
sygnaty pochodza z regionu subtelomerowego chromosomu pary 12 (wynik prawidtowy). Rycina B
przedstawia jadro interfazowe z dwoma sygnatami niebieskimi pochodzacymi od sondy 14q (wynik
prawidlowy).

4.5.1. Nosicielka dodatkowego chromosomu markerowego

Pacjenci BK i RK to para z dwoma bardzo wczesnymi poronieniami
samoistnymi (CII — poronienie samoistne w 5-6 t.c., CIll — poronienie samoistne w 5-6
t.c.). Para ma takze zdrowg corke (CI). Kosmowka po drugim poronieniu (kosmoéwka nr
42) zostata zabezpieczona i poddana badaniom w kierunku wystepowania aberracji
chromosomowych. Oboje partneréw poddano takze badaniu kariotypu.

Analiza kariotypu pacjentki BK wykazata, Ze pacjentka jest nosicielkg
dodatkowego  chromosomu  markerowego, pochodzacego z  chromosomu
akrocentrycznego — 47,XX,+mar (Ryc. 49). Analiza metodg FISH wykluczyta
pochodzenie chromosomu markerowego z pary 15, natomiast dodatkowe badanie FISH
z sonda centromerowg 14/22 wykazato wystepowanie 5 sygnalow hybrydyzacyjnych,
$wiadczacych o tym, ze chromosom markerowy pochodzi z ktoregos z wyzej
wymienionych chromosomow (ish 14/22cen(x5)). Chromosom markerowy powstat w
wyniku fuzji centrycznej dwoch ramion krétkich chromosomoéw akrocentrycznych pary
14 lub 22 i posiada centromer. Badania w kierunku obecnosci chromosomu
markerowego przeprowadzono rowniez u innych cztonkéw rodziny: matki, ojca i brata
pacjentki. Chromosom markerowy zidentyfikowano u matki pacjentki, ale tylko w
czesci komorek — 46,XX[31]/47,XX,+mar[19].ish marl4/22cen(x5)[8/30]. Rodowdd
pacjentow BK i RK przedstawia Rycina 50.
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Ryc. 49 Chromosom markerowy zidentyfikowany podczas analizy kariotypu u pacjentki BK (strzatki).
Rycina z lewej stronyprzedstawia chromosom markerowy widoczny w metafazie (prazki GTG). Na
Rycinie po prawej stronie wida¢ na obu koncach chromosomu satelity, uwidocznione dzigki metodzie
barwienia AGNOR.
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Ryc. 50 Rodowdd pacjentéw BK i RK. Strzatkami zaznaczono pacjentke oraz badane poronienie
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W badaniach nie stwierdzono wystepowania w kosmowce aberracji liczbowych
chromosoméw pary 13, 15, 16, 18, 21, 22, X 1 Y. Wynik badania regionow
subtelomerowych metodg MLPA P036 i P070 byl prawidtowy — nie stwierdzono
zadnych zmian wskazujacych na aberracje liczbowa, badz strukturalng. Dodatkowo
wykonano FISH z ta samg sondg centromerowa, jak u pacjentki, do centromerow
chromosomow pary 14 1 22. Wynik okazal si¢ nieprawidlowy — w 36% jader
interfazowych  stwierdzono  wystgpowanie = dodatkowego  pigtego  sygnalu

hybrydyzacyjnego (Ryc. 51).

/

S~

14/22cen
14/22cen

%

Ryc. 51 Analiza FISH z sondg centromerowa do chromosomu pary 14 i 22. Strzatka wskazuje na
wystepowanie pieciu sygnatow hybrydyzacyjnych, dwoch pochodzacych od chromosoméw pary 14,
dwoch od chromosoméw pary 22 oraz jednego dodatkowego sygnatu pochodzacego od chromosomu pary
14 lub 22.

4.6. Aberracje chromosomow plci u pacjentek i w materiale z poronienia

W Kkariotypie 5 pacjentek zidentyfikowano aberracje liczbowe chromosomow
ptci. W przypadku dwoéch z nich zidentyfikowano takze aberracje chromosomow pici w
materiale z poronienia (kosméwka nr 4 i 104). U pozostalych trzech wynik badan
molekularnych materiatu z poronienia byt prawidlowy.

Ponadto u 3 kolejnych pacjentek z prawidlowym kariotypem, u ktorych
wykonano badania kosmowek z dwoch kolejnych poronien, zidentyfikowano aberracje

chromosomow plci w materiale z poronienia.
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Pacjentka AS - 47,XXX[4]/45,X[1]/46,XX[95]

W badaniu kariotypu pacjentki znaleziono linie komoérkowe z nieprawidtowa
liczbg chromosomow pici: monosomi¢ X w jednej ptytce metatazowej oraz trisomi¢ X
w czterech ptytkach metafazowych na 100 analizowanych komoérek. Pacjentka utracita
dwie cigze: CI — puste jajo ptodowe, 8 t.c., CII — obumarcie cigzy w 12 t.c. Partner ma
prawidtowy kariotyp. Para nie posiada potomstwa, oboje sg zdrowi, a rodowod nie
wskazuje na obcigzenia rodzinne niepowodzeniami rozrodu.

Badana kosmowka nr 4 pochodzita z cigzy drugiej. Wyniki badan okazaty si¢
nieprawidlowe. W badaniu metodami FISH (100% jader interfazowych), MLPA P095
(4 sondy) oraz QF-PCR (wzor trojalleliczny 2:1) stwierdzono wystgpowanie

dodatkowego chromosomu Y — XYY.

Pacjentka AG — 47,XXX[1]/45,X[2]/46,XX[47]

Badanie kariotypu pacjentki AG ujawnilo niewielkie zmiany w liczbie
chromosomoéw pici. W jednej mitozie na 50 stwierdzono trisomi¢ X, a w dwodch
monosomi¢ X. Wykonane dodatkowo badanie FISH potwierdzilo wystgepowanie w
niskim odsetku jader interfazowych (2%) aberracji liczbowych chromosomow pitci
(monosomii X 1 trisomii X). Kariotyp partnera jest prawidtowy. W rodzinie nie
wystepowaty niepowodzenia rozrodu, pacjenci sg zdrowi.

Pacjentka trzykrotnie utracita cigz¢: CI — poronienie samoistne w 8 t.c., Cll-
poronienie samoistne w 8 t.c., ClllI — poronienie samoistne w 8 t.c. Badaniami zostala
objeta kosmowka z cigzy pierwszej 1 drugiej. Kosmoéwki pochodzity z preparatow
utrwalonych w postaci bloczkéw parafinowych (kosmowka nr 103 i 104). Wynik
informacyjny udato si¢ uzyskac jedynie metoda MLPA P095. Nie stwierdzono zmian w
zakresie liczby chromosomow pary 13, 18, 21. W obu przypadkach kariotyp byt zenski.
W przypadku kosmowki nr 104 nieprawidlowe okazaly si¢ wartosci dla 4 z 8 sond
chromosomu X, co wskazuje na wystepowanie trisomii X. W przypadku kosmowki nr

103 wynik byt prawidtowy.

Pacjentka DHK — 46,XX

U pacjentki DHK wystapity trzy niepowodzenia cigzy: CI — obumarcie ptodu w
19 t.c., Cll — obumarcie ptodu w 10 t.c., CIII — obumarcie ptodu w 10 t.c.. Badania
wykonano na kosméwce z cigzy drugiej i trzeciej. Kosmowka z cigzy drugiej (10 t.c.)
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pochodzita z bloczkéw parafinowych (kosmowka nr 116), z ciazy trzeciej byla pobrana
bezposrednio po poronieniu (10 t.c.) (kosmowka nr 47).

W  przypadku obu kosmowek stwierdzono wystepowanie monosomii
chromosomu X, a w kosmowce z cigzy trzeciej dodatkowo trisomi¢ 18. W materiale z
cigzy drugiej stwierdzono monosomi¢ X, przy czym wyniki réznity si¢ dla kazdej
metody. W badaniu FISH monosomia dotyczyta tylko 11% jader interfazowych, w
badaniu MLPA P095 wartosci 7 z 8 sond wskazywaly na monosomi¢ X, a w badaniu
QF-PCR wystepowat tylko jeden pik dla markera AMXY oraz DXS1002. W materiale z
cigzy trzeciej stwierdzono wystgpowanie nie tylko monosomii X, ale takze trisomii
chromosomu pary 18. I tak, w badaniu FISH monosomi¢ stwierdzono we wszystkich
jadrach, trisomi¢ 18 w 76% jader, w MLPA P095 wartosci wszystkich sond
wskazywaly na monosomi¢ X, a dla chromosomu pary 18 nieprawidlowe wartosci
wystepowaty w przypadku 5 z 8 sond. Analiza QF-PCR wykazata wystepowanie

monosomii chromosomu X z trisomig 18 (stosunek alleli 1:1:1).

Pacjentka SW - 46,XX

U pacjentki SW wystapity 4 wczesne utraty cigzy: CI — poronienie samoistne w 9
t.c., Cll, poronienie samoistne w 5 t.c., ClIl — poronienie samoistne w 5 t.c. i CIV —
obumarcie ptodu w 8 t.c. Zardwno pacjentka jak i1 jej partner maja prawidtowe
kariotypy, nie sa spokrewnieni, a w rodzinie nie wystepowaty niepowodzenia rozrodu.

W badaniach wykorzystano kosmowke pochodzacg z dwoch kolejnych cigz —
cigzy trzeciej (kosmowka nr 120) i czwartej (kosméwka nr 119). W pierwszym
przypadku materiat pochodzit z bloczkoéw parafinowych, w drugim z kosmoéwki
swiezej. W obu przypadkach analiza wykazata wystepowanie monosomii chromosomu
X w kosméwce z dwoch kolejnych cigz. W kosmoéwce nr 120 monosomi¢ X
stwierdzono w 14% jader interfazowych, w badaniu MLPA P095 wartosci 6 z 8 sond
wskazywaly na wystepowanie monosomii chromosomu X, a w badaniu QF-PCR
stwierdzono tylko jeden allel AMXY oraz jeden DXS1002. W kosmowce nr 119
stwierdzono monosomi¢ X we wszystkich trzech badaniach: FISH (100% jader
interfazowych), MLPAPQ095 (6 z 8 sond) i QF-PCR (1 allel AMXY i 1 DXS1002).
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Pacjentka BP -46,XX

U pacjentki BP wystapity trzy niepowodzenia cigzy: CI — poronienie samoistne
w 7 t.c., Cll — obumarcie ptodu w 10 t.c., CIII — obumarcie ptodu w 11 t.c. Pacjentka 1
jej partner majg prawidlowy kariotyp, sa osobami zdrowymi, niespokrewnionymi. W
rodzinie obojga partnerow wystepowaly niepowodzenia cigzy.

Badana kosmowka pochodzita z cigzy drugiej (kosmowka nr 26) oraz trzeciej
(kosmowka nr 116). W pierwszym przypadku kosméwka zostala zabezpieczona
bezposrednio po poronieniu, w drugim pochodzita z bloczkéw parafinowych. Wyniki
badan kosmoéwki nr 26 okazaty si¢ nieprawidlowe — zidentyfikowano monosomig
chromosomu X wszystkimi trzema metodami (100% jader interfazowych, 6 z 8 sond w
MLPA P095 i jeden allel dla AMXY oraz DXS1002). W drugim przypadku, kosmowki
nr 116 wynik byt prawidtowy, a pte¢ zeniska. Dodatkowo wykonano badanie MLPA do

regiondw subtelomerowych, wynik byt prawidtowy.

4.7. Wyniki badan materialu z poronienia metoda array CGH

Array CGH zostal wykorzystany do badania 24 kosmoéwek. Trzy kosméwki
zostaly zakwalifikowane do badania z grupy 122 wcze$niej analizowanych kosmowek.
W wyborze kosmowek kierowano si¢ zebranym wywiadem dotyczacym pary,
prawidlowymi wynikami wcze$niejszych badan oraz iloScia oraz jako$cig preparatu
DNA. W dwéch przypadkach DNA pochodzito od par z wczesnymi poronieniami
nawracajacymi (5 poronien w wywiadzie), w jednym od pary z dwoma poronieniami
p6znych cigz. Dodatkowo do badania wtaczono 21 kosmowek, ktore nie byty wczesniej
badane innymi metodami, tgcznie przebadano 24 kosmowki. Zmiany zidentyfikowano
w 13 kosmowkach — w 11 przypadkach byly to aberracje liczbowe chromosoméw, a w
pozostatych trzech dwie zmiany miaty charakter submikroskopowych mikrodelecji 1

mikroduplikacji (Tabela 21).
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Tabela 21 Nieprawidtowe wyniki uzyskane metodg array CGH.

Lp. Aberracja chromosomowa Dziedziczenie

1. trisomia 5 de novo

2. trisomia 13 de novo

3. trisomia 14 de novo

4, trisomia 14 de novo

5. trisomia 16 de novo

6. trisomia 16 de novo

7. trisomia 21 de novo

8. trisomia 19 i 22 de novo

9 trisomia 161 19 de novo

10 trisomia 13, 15i 20 de novo

11. monosomia X de novo

12. | delecja 6p22.3 i duplikacja 6g23.3 obie zmiany odziedziczone od matki
13. | duplikacja 4p16.3 i delecja 5q14.3 duplikacja 4p16.3 de novo, delecja

5014.3 odziedziczona od ojca

Pacjenci MR i RR

Para MR i RR zglosita si¢ do poradni genetycznej w zwigzku z niepowodzeniami
cigzy. Pierwsza cigza zostala uzyskana po dwoéch latach staran i1 zakonczyla sie
poronieniem samoistnym w 6 t.c. U pacjenta po przeprowadzonej analizie nasienia
stwierdzono wystgpowanie oligoastenoteratozoospermii. U pacjentki badania
hormonalne ujawnily dysfunkcje sterydo- 1 folikulogenezy jajnikow. Para przeszia
cztery proby zaptodnienia in vitro, zakonczone niepowodzeniem. W przypadku
czwartego zaptodnienia in vitro przeprowadzono takze diagnostyke preimplantacyjna w
kierunku wystepowania aberracji chromosomowych pary 13, 18, 21, X 1 Y. Para nie jest
ze sobg spokrewniona, nie stwierdzono chordb genetycznych ani wad wrodzonych u
zadnego z partnerow. W rodzinie pacjenta oprocz niepetnosprawnosci intelektualnej u
kuzyna (syn przyrodniej siostry matki) nie wystgpowaly inne choroby genetyczne lub
niepowodzenia rozrodu.

Badania zostaty prowadzone na kosméwce pochodzacej z cigzy V (kosmowka
nr 40). Poniewaz nie stwierdzono wystgpowania aberracji liczbowych chromosomoéw,
przeprowadzono analiz¢ regiondw subtelomerowych metoda MLPA, ktéra rowniez nie
ujawnila nieprawidtowosci w tym regionie. Badanie kariotypu obojga partneréw nie
ujawnito wystgpowania aberracji chromosomowych.

Nastgpnym etapem badania byla analiza mikromacierzowa array CGH.

Stwierdzono wystepowanie submikroskopowych zmian w dlugim i krotkim ramieniu
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chromosomu pary 6: delecj¢ w regionie 6p22.3 o wielkosci 164.59-219.07 kpz (delecji
ulegto 6 sond) oraz duplikacj¢ w regionie 6q23.3 o wielkosci 47.93-62.02 kpz
(duplikacji uleglo 6 sond) (Ryc. 52). Zadna z tych zmian nie byla wczesnie;
zidentyfikowana przez innych autoréw. W regionie 6p22.3 znajduje si¢ gen CDKALIL.
Natomiast w regionie 6q23.3. nie wystepuja sekwencje kodujace.

Przeprowadzona analiza array CGH u obojga partnerow wykazata, ze obie
zmiany tej samej wielkosci zostaly odziedziczone od matki. U pary nie znalezione

innych zmian w chromosomach.
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Ryc. 52 Fragment analizy array CGH w programie Genoglyphix. Na Rycinie przedstawiono wyniki
uzyskane dla chromosomu pary 6. Pierwsza rycina pokazuje region 6p22.3 w chromosomie pary 6, w
ktorym doszto do delecji (niebieska strzatka) oraz region 6q23.3 (niebieska strzatka) z delecja. Ryciny
ponizej pokazuja doktadnie zaznaczone regiony z sondami, ktore ulegly delecji w 6p22.3 i duplikacji w
6023.3.
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Pacjenci KP 1 JP

U pary KP i JP wystgpity dotychczas dwa pozne niepowodzenia cigzy: CI —
zakonczona w 20 t.c. obumarciem ptodu (brak informacji o ewentualnych wadach
ptodu) oraz Cll — uzyskana po trzech latach od czasu cigzy pierwszej, zakonczona w 16
t.c. obumarciem ptodu. U ptodu z cigzy drugiej stwierdzono wystgpowanie wad cewy
nerwowej (przepuklina mézgowo-rdzeniowa). Pacjenci nie sg ze sobg spokrewnieni, a
w rodowodzie obu rodzin nie wystepowaly niepowodzenia rozrodu. Przeprowadzone
badanie kariotypu nie ujawnito nosicielstwa aberracji chromosomowych u obojga
partneréw. Wiek pacjentki w chwili utraty pierwszej cigzy wynosit 26 lat, a w
przypadku drugiej 29 lat.

Badaniu zostata poddana kosmowka pochodzace z cigzy drugiej (kosmowka nr
118). W badaniu QF-PCR oraz FISH nie stwierdzono nieprawidtowosci w zakresie
badanych chromosomdw, nie znaleziono réwniez zmian w regionach subtelomerowych
badanych metoda MLPA. Wynik prawidlowy uzyskano takze w badaniu identyfikacji
zespotéw mikrodelecji/mikroduplikacji rowniez metoda MLPA. Przeprowadzona
nastepnie analiza array CGH ujawnita wystgpowanie dwoch submikroskopowych zmian
o0 charakterze delecji i duplikacji (Rycina 53 i 54). Dwie duplikacje w prazku 4p16.3,
obejmujace region zespotu Wolfa-Hirschhorna: pierwsza o wielkosci 90.30-161.44 kpz,
w przypadku ktorej duplikacji ulegto 7 oligonukleotydowych sond oraz druga o
wielkosci 53.67-100.27 kpz, w ktorej takze duplikacje zidentyfikowano w przypadku 7
sond. Druga zmiana dotyczyta delecji w regionie 5q14.3 — delecji ulegto 7 sond, a
wielkos¢ delecji wynosita 194.96-253.90 kpz.

W regionie, ktory ulegt duplikacji znajduja si¢ dwa geny: FGFR3 i LETML. Jest to
takze region krytyczny dla zespotu Wolfa-Hirschhorna. W przypadku delecji w regionie
5q14.3 nie zidentyfikowano zadnych gendw.

Dodatkowo wykonana analiza MLPA z zestawem P373, ktory zawiera 10 r6znych
sond dla regionu Wolfa-Hirschhorna potwierdzita duplikacje w regionie genu FGFR3
(Rycina 55). Srednia warto$¢ fluorescencji piku dla tego regionu znajdowala sie

powyzej warto$ci granicznej 1,3 1 wyniosta 1,52.
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Ryc. 53 Fragment analizy array CGH w programie Genoglyphix. Na Rycinie przedstawiono wyniki
uzyskane dla chromosomu pary 4. Pierwsza rycina pokazuje region 4p16.3 w chromosomie pary 4, w
ktorym doszto do duplikacji (ré6zowa strzatka). Kolejne Ryciny pokazuja doktadnie zaznaczony region z
sondami, ktore ulegty duplikacji.
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Ryc. 54 Fragment analizy array CGH w programie Genoglyphix. Na Rycinie przedstawiono wyniki
uzyskane dla chromosomu pary 5. Pierwsza Rycina pokazuje region 5p14.3 w chromosomie pary 5, w
ktorym doszto do delecji (niebieska strzatka). Druga Rycina pokazuje dokladnie zaznaczony region z
sondami, ktore ulegly delecji.

AL | uL

Ryc. 55 Fragment analizy MLPA z zestawem P373 (Peak Scanner Software v.1.0). Wynik nieprawidlowy
(kosmoéwka nr 118) wskazujacy na wystepowanie duplikacji w genie FGFR3 (sonda 04182-L03904).
Duplikacje piku dla badanego regionu zaznaczono strzalka.
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5. DYSKUSJA
5.1. Ocena zastosowanych badan molekularnych u par z
niepowodzeniami cigzy

Czynniki genetyczne uwazane s3 za jedng z gléwnych przyczyn wystgpowania
niepowodzen cigzy, a aberracje chromosomowe u zarodka/ptodu za przyczyng 50-80%
poronien samoistnych w pierwszym trymestrze (Simpson, 2007).

W badanym materiale, uzyskanym po niepowodzeniach cigzy, nieprawidtowosci
chromosomowe zidentyfikowano w 47% przypadkéw (67 kosmowek ze 143 badanych).
Uzyskane wyniki nie r6znig si¢ od wynikow uzyskanych w innych pracach, w ktérych
stosowano badania w kierunku wystepowania aberracji chromosomowych u
zarodka/ptodu. Goddjin i Leschot przeanalizowali wyniki uzyskane w latach 1987-1998
przez 11 roéznych zespotéw badawczych (Goddijn i Leschot, 2000). Uzyskane przez
nich zestawienie pokazuje, ze wyniki nieprawidtowe uzyskane przez rdzne grupy
miescity si¢ w granicach od 38% do 83%, ze $rednig wynoszaca 49% (Goddijn i
Leschot, 2000). Liczebno$¢ badanych grup wynosita od 95 do 1607 przypadkow
(Goddijn i Leschot, 2000). Co ciekawe, w przypadku pracy, w ktorej analizowano 1607
przypadkow, wyniki nieprawidtowe stanowity 45%, natomiast w pracy gdzie
analizowano 95 przypadkow odsetek ten wyniost az 83% (Goddijn i Leschot, 2000).
Stephenson 1 wspotpracownicy uzyskali nieprawidtowe wyniki w 46% przypadkéow,
Philipp 1 wspolpracownicy w 75%, a Ljunger 1 wspdipracownicy w 61% (Stephenson 1
wsp., 2002; Philipp i wsp., 2003; Ljunger i wsp., 2005). W pracy Stephenson wyniki
nieprawidlowe uzyskano w 46% przypadkéw, przy badanych 225 kosméwkach
(Stephenson i wsp., 2002). Podobny odsetek uzyskano w pracach Dejmek i wsp. — 46%
wynikoéw nieprawidtowych, w grupie 926 badanych kosméwek oraz Ford i wsp. — 45%
nieprawidtowych wynikow przy 1607 badanych (Dejmek, Vojtassak, Malova, 1992;
Ford i wsp., 1996).

We wszystkich wspomnianych wyzej pracach stosowang metoda badawczg byto
badanie kariotypu poprzedzone hodowlg komodrek trofoblastu i barwieniem
odczynnikiem Giemzy. Warto zauwazyé, ze w poszczegolnych badaniach bardzo
wysoki odsetek hodowli zakonczyt si¢ niepowodzeniem. W badaniach, w ktérych
uzyskano zblizone wyniki, niepowodzeniem zakonczyto si¢ od 39% do 47%
przeprowadzonych hodowli (Stephenson i wsp., 2002; Dejmek, Vojtassak, Malova,
wsp., 1992; Ford i wsp., 1996). Nie we wszystkich pracach zaznaczono, w ilu
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przypadkach nie udato si¢ uzyska¢ wynikow, ale w wielu przypadkach dotyczyto to
prawie 40-50% badan (Goddijn i Leschot, 2000).

W badaniach wtasnych zastosowanie roéznych metod badan genetycznych
pozwolito na uzyskanie wynikow w przypadku kazdej badanej kosmowki. Pokazuje to,
ze klasyczne badanie kariotypu w przypadku materialu z poronienia nie jest metoda
doskonatg, ktora pozwala na rutynowa oceng aberracji chromosomowych w ponad 90%
badanych przypadkow. Zdecydowanie mniejszy odsetek nieudanych badan odnotowaty
zespoty, ktore w przypadku ultrasonograficznie potwierdzonej $mierci zarodka/ptodu
zastosowaly biopsje trofoblastu. Zastosowana biopsja trofoblastu pozwolita na
natychmiastowe uzyskanie fragmentéw kosmowki, bez koniecznosci oczekiwania na
samoistne wydalenie jaja ptodowego oraz zmniejszyta ryzyko pobrania niewlasciwego
lub mocno zdegradowanego materiatu biologicznego. W pracy Strom i wsp. (1992)
tylko w jednym przypadku nie udato si¢ uzyska¢ wyniku, a odsetek wynikow
nieprawidtowych wynosit az 83% (95 kosmowek kariotypowanych). Podobnie w pracy
Philipp i wsp. wyniki udato si¢ uzyska¢ w 95% przypadkéw (221 z 233 kosmowek), a
nieprawidtowosci siggaty 75% (Philipp 1 wsp., 2003). Biopsja kosmowki nie jest jednak
metoda rutynowo wykonywang w przypadku poronien samoistnych, wymaga réwniez
umiejetnosci pobierania materiatu biologicznego.

Uzyskane wyniki moga oznacza¢, ze wadg klasycznych metod cytogenetycznych
w przypadku materiatu z poronienia, nie jest jedynie ryzyko niepowodzenia hodowli i
nieuzyskania podziatow metafazowych, ale takze uzyskanie wynikéw fatszywie
negatywnych. Jest to efekt kontaminacji komoérkami matczynymi, a w przypadku
wystgpowania mozaikowosci lozyskowej preferencyjnego wzrastania komorek
prawidlowych. Bell i wsp. przeanalizowali wyniki badan uzyskane z trofoblastoéw po
poronieniu samoistnym i w przypadku stwierdzonego kariotypu prawidlowego
zenskiego zastosowali PCR umozliwiajacg identyfikacje markeréw chromosomu Y oraz
metode FISH z sondami alfa-satelitarnymi (Bell 1 wsp., 1999). Badanie pokazato, ze w
29% przypadkéw poronien pierwszego trymestru i 5% poronien drugie trymestru
zidentyfikowano chromosom Y w DNA wyizolowanym z badanych kosméwek (Bell i
wsp., 1999).

W  badaniach wiasnych ré6znice dotyczace plci odnotowano w dwoch
przypadkach. W jednym przypadku (kosmoéwka nr 23) analiza metoda FISH, QF-PCR
oraz MLPA stwierdzita wystgpowanie dwoch linii komdérkowych XX 1 XY, z przewaga
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komoérek XX. Dane uzyskane na podstawie wywiadu lekarskiego oraz wynikow badan
ginekologicznych nie sugerowaly wystgpowania cigzy blizniaczej, a wigc w tym
przypadku  przyczyng  wystepowania  dwoch  linii  komoérkowych — byta
najprawdopodobniej kontaminacja komoérkami matczynymi. W drugim przypadku
(kosmoéwka nr  94) lini¢ komorkowag z chromosomami XY zaobserwowano tylko w
przypadku badania metoda FISH (w 16 komoérkowych jadrach na 100), natomiast w
przypadku badan molekularnych kariotyp byt zZenski 1 nie zaobserwowano
wystepowania sekwencji dla chromosomu Y. By¢ moze w tym przypadku w podczas
badania metoda FISH wystapita niespecyficzna hybrydyzacja z sondg dla chromosomu
Y.

W $wietle analizowanych badan stosowanie metod cytogenetyki molekularnej i
biologii molekularnej w przypadku badania materiatu po poronieniu jest jak najbardziej
zasadne. W aspekcie rozwoju technologicznego oraz mozliwosci stosowania metod 0
coraz wyzszym stopniu rozdzielczosci, klasyczne badania kariotypu w przypadku tej
grupy pacjentow jest mato skuteczne.

Najnowsze badania przeprowadzone przez van den Berg i wsp. (2012) pokazuja,
ze zastosowanie metod molekularnych, takich jak FISH, QF-PCR, MLPA, a przede
wszystkim array CGH pozwala na dokladng analize chromosomowa, w tym na
identyfikacj¢ takze zmian submikroskopowych. Co ciekawe laczenie metod
klasycznych 1 molekularnych w wyzej wymienionej pracy zwigkszyto istotnie odsetek
badan zakonczonych powodzeniem, natomiast odsetek zidentyfikowanych aberracji
chromosomowych w materiale z poronienia samoistnego wynosit — w przypadku
poronien sporadycznych 45%, w przypadku poronien nawracajacych 39% (van den
Berg i wsp., 2012).

Przyczyny jednogenowe, oprécz kilku znanych przypadkow, nie sa dobrze
poznane, a identyfikacja choroby jednogenowej jako przyczyny poronienia samoistnego
jest rzadka. Wazne, ale bardzo trudne byloby rozpoznanie kliniczne choroby na
podstawie fenotypu zarodka/ptodu. Uwaza si¢ takze, ze choroby jednogenowe czesciej
sa przyczyng wad wrodzonych u dzieci oraz zgonéw okotoporodowych, niz poronien

samoistnych, szczegdlnie wczesnych (Kalousek, Lau, 1992; Simpson, 2007,).
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5.2. Analiza aberracji chromosomowych zidentyfikowanych w badanym

materiale z poronienia

Najczestsza stwierdzang aberracja chromosomowa w materiale z poronienia byta
trisomia chromosoméw autosomalnych, ktora stanowita 51%  wszystkich
nieprawidlowosci. Najczestszg identyfikowang trisomig bylg trisomia chromosomu pary
16 (30% trisomi), nastgpnie chromosomu pary 22 (17% trisomii). Pozostale
zidentyfikowane trisomie dotyczg chromosoméw pary 14 (10% triosmii), 18 (10%
triosmii) i 21 (10% trisomii), 13 (7% trisomii). Najrzadsze pojedyncze trisomie to
trisomie chromosoméw pary: 5, 7, 8, 15 1 20. Uzyskane wyniki nie odbiegaja od
wynikow uzyskanych przez inne grupy badawcze. Ocenia si¢, ze trisomie
identyfikowane sa najczg$ciej, stanowigc okoto 50% aberracji chromosomowych
wykrywanych w poronieniach samoistnych zarodka/ptodu, z czego najczestsza trisomig
jest trisomia chromosomu pary 16, identyfikowana w okoto 30% przypadkow trisomii
(Goddijn i Leschot, 2000). W wigkszosci przeprowadzony badan odsetek trisomii wahat
si¢ od 33% do 66%, najczesciej jednak byto to koto 50% (Goddijn i Leschot, 2000;
Stephenson 1 wsp., 2002; Phillipp 1 wsp, 2003; Ljunger 1 wsp., 2005). Takze Simpson
(2007) ocenit, iz trisomie stanowig okoto 50% wszystkich identyfikowanych aberracji w
materiale z poronienia samoistnego, z najwigkszym udzialem trisomii chromosomu
pary 16. Jesli chodzi o udzial trisomii poszczegdlnych chromosomow, to na podstawie
zebranych danych Simpson (2007) zaobserwowal, iz najczeSciej trisomii ulega sze$¢
chromosomow, stanowigc 70% wszystkich trisomii, a sg to chromosomy nastgpujacych
par (uszeregowane wedlug zmniejszajacej si¢ czestosci wystgpowania): 16, 22, 21, 15,
18 1 13. Z pewnos$cig trisomie chromosoméw pary 16 1 22 nalezag do najczesciej
wystepujacych, co mozna wywnioskowa¢ na podstawie analizy innych prac. W pracy
Ljunger i wsp. (2005) dwie najczestsze trisomie to 16 1 22, nastepnie 2, 13, 14, 3, 20, 15
I 9. Z kolei w pracach Stephenson i wsp. (2002) oraz Phlilipa i wsp. (2003) dwie
najczestsze to 15 1 16, kolejne to 21 1 22, 13 1 14 oraz 8§ 1 9. Z pewnoscig te szes$¢
chromosomow, to znaczy 13, 15, 16, 18, 21 1 22 nalezy do tych, ktére trisomii ulegaja
najczesciej. Warto zwroci¢ na to uwage przy projektowaniu panelu diagnostycznego w
przypadku metod molekularnych, cho¢by FISH, czy QF-PCR, ktore zaktadaja badanie
tylko ograniczonej liczby chromosomoéw w przypadku badania materialu z poronienia a
takze w przypadku planowania diagnostyki preimplantacyjnej, badajacej najczestsze
aneuploidie.
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Wsrdd 34 zidentyfikowanych trisomii w czterech przypadkach byty to trisomie
podwoéjne, a w jednym trzykrotna trisomia chromosomdéw, co stanowilo az 6%
wszystkich wykrytych aberracji. Wsréd chromosomow, ktore zidentyfikowano w tych
przypadkach byly chromosomy pary 13, 15, 16, 19, 20, 21 i 22, a wigc w wigkszosci
nalezace do tej samej grupy chromosoméw jak w przypadkach pojedynczych trisomii.
Cho¢ odsetek trisomii wielokrotnych w przypadku badan wtasnych byt wyzszy niz w
badaniach innych autoréw, to dotyczyly tej samej grupy chromosomow, co potwierdza,
ze najczesciej wilasnie one ulegaja nondysjunkcji. Simpson ocenil, iz wystepowanie
podwojnych trisomii nie jest takie rzadkie jak nalezaloby si¢ spodziewaé, chociaz
odsetek zidentyfikowanych trisomii w przeprowadzonych badaniach wynidst 0,7%
(Simpson, 2007). W wiekszosci prac podwojne trisomie identyfikowane sg w 0,21 do
2,8% przypadkow (Diego-Alvarez i wsp., 2006). By¢ moze wigze si¢ to z faktem
stosowania w przypadku wigkszosci badan standardowego badania kariotypu, co moze
by¢ przyczyng niedoszacowania podwodjnych trisomii. Diego-Alvarez i wsp. w
badaniach zastosowali oprocz klasycznego kariotypu takze metody molekularne, takie
jak QF-PCR i MLPA, stad by¢ moze wyzszy odsetek rzedu 2,18% (Diego-Alvarez i
wsp., 2006). Podobnie zastosowanie tagczonych metod klasycznych 1 molekularnych w
pracy Li 1 wsp. pozwolito na zidentyfikowanie podwojnych trisomii w 2,4%
przypadkow (Li i wsp., 2005). W przypadku badan wilasnych, trzy z czterech
wielokrotnych trisomi zostalo zidentyfikowane metoda mikromacierzy — array CGH z
wykorzystaniem niehodowanych komorek kosmowki, co moze wskazywa¢ na wyzsza
czutos$¢ 1 doktadnos$¢ tej metody w identyfikowaniu aneuploidii chromosomowych.

Druga najczgsciej identyfikowana aneuploidia byta monosomia chromosomu X
(18%). Jest ona, obok poliploidii, wskazywana, jako czesta przyczyna poronien
samoistnych. W przypadku badan wlasnych zidentyfikowano tylko triploidi¢, ktora
stanowila 12% wszystkich aberracji, przy czym najczesciej byt to kariotyp 69,XXX,
nastepnie 69,XXY 1 jeden przypadek 69,XYY. Wedlug Simpsona monosomia
chromosomu X stanowi 15 do 20% wszystkich aberracji chromosomowych (Simpson,
2007). Goddijn i Leschot na podstawie analizy 11 prac badawczych stwierdzili, ze
srednio monosomia stanowi okoto 13% wszystkich przypadkow, a jej udziat w
poszczegbdlnych badaniach wahat si¢ od 2% do 25% (Goddijn 1 Leschot, 2000).
Poliploidie zwykle identyfikuje si¢ czgs$ciej niz monosomi¢ X - okoto 20% aberracji w
materiale z poronienia samoistnego to poliploidie (Goddijn i Leschot, 2000). W
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badaniach wtasnych nie zidentyfikowano tetraploidii w zadnym przypadku a podobne
wyniki uzyskata grupa Phlilippa — poliploidie stanowity 12% przypadkéw, monosomia
X - 22% (Philipp i wsp, 2003).

Aberracje strukturalne chromosoméw stanowity w materiale wlasnym 9%
zidentyfikowanych aberracji. Najczesciej aberracje struktury chromosoméw stanowig
okoto 5% wszystkich aberracji, przy czym wedtug ré6znych autorow odsetek ten waha
si¢ w granicach od 1,5% do 9% (Goddijn i Leschot, 2000; Stephenson i wsp., 2002;
Philipp 1 wsp., 2003, Ljunger i wsp. , 2005). Warto jednak zaznaczy¢, ze w badanym
materiale wlasnym dwie sposrod szesciu zidentyfikowanych aberracji strukturalnych o
charakterze rearanzacji genomowych zostaly wykryte metoda mikromacierzy array
CGH, o duzo wyzszej rozdzielczo$ci niz klasyczna analiza kariotypu, co moze
thumaczy¢ wyzszy odsetek zidentyfikowanych zmian.

Pozostate zidentyfikowane aberracje chromosomowe to dwie monosomie z
trisomig, aberracje chromosoméw pici oraz jeden przypadek mozaikowosci
chromosomowej XX/XY. Wystepowanie jednocze$nie monosomii 1 trisomii w
badanym materiale jest rzadkie 1 czeSciej dotyczy dwoch chromosomow
autosomalnych. W pracy Jobanputra i wsp. (2011) zidentyfikowali w jednym materiale
wystepowanie roOwnoczesnej monosomii chromosomu pary 15 1 trisomii 21. Ljunger 1
wsp. (2005) przedstawili przypadek jednoczesnej monosomii chromosomu pary 5 i
trisomii 14 z dodatkowym chromosomem markerowym. Natomiast monosomie
chromosomu X z trisomig chromosomu pary 21 w badanej grupie zidentyfikowata
Stephenson i wsp. (2002).

W wigkszosci przypadkow aneuploidie chromosomow plci takie jak 47,XXX 1
47,XYY daja prawie 99% szans¢ na przezycie ptodu (Tartaglia i wsp., 2010; Egozcue i
wsp., 2000). Wedtug Simpsona jednak aneuploidie chromosoméw plci spotykane sg z
nieco wyzsza czgstoscig (10%) w materiale z poronienia, niz u zywo urodzonych dzieci
(Simpson, 2007). Niewykluczone, iz w przypadku poronien, w ktérych identyfikuje si¢
dodatkowe chromosomy ptci, oprocz czynnikéw chromosomowych na utrate cigzy maja

wplyw takze inne, pozagenetyczne czynniki.
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5.3. Aberracje strukturalne u par z niepowodzeniami ciazy i w materiale
z poronienia

U pigciu par analiza kariotypu pozwolita zidentyfikowaé u jednego z partneréw
nosicielstwo aberracji strukturalnej. W czterech przypadkach bylo to nosicielstwo
translokacji wzajemnej zréwnowazonej oraz w jednym przypadku chromosom
markerowy. Analiza kosmowki po poronieniu pozwolita na identyfikacje w trzech
przypadkach (kosmowki nr: 11, 21 1 122) aberracji strukturalnej o charakterze
niezrownowazonym, odziedziczonej od jednego z rodzicéw oraz w jednym przypadku
odziedziczenie chromosomu markerowego od matki. W jednym przypadku (kosméwka
nr 33), w ktoérym pacjentka jest nosicielkg translokacji wzajemnej zréwnowazone;j,
analiza molekularna nie zidentyfikowata niezréwnowazenia genetycznego w badanej
kosmowce.

Nosicielstwo translokacji wzajemnej zrownowazonej jak 1 robertsonowskiej
wymieniane jest jako jedna z genetycznych przyczyn niepowodzen rozrodu
(nieptodnosé, niepowodzenia cigzy, potomstwo z wadami). W badaniach wlasnych u
par wystepowaly poronienia samoistne, nie bylo natomiast przypadku urodzenia
chorego dziecka. U dwoch par oprocz poronien samoistnych, jedna z cigz zakonczyla
si¢ urodzeniem dziecka zdrowego (w obu przypadkach byt to syn). Pozostale dwie pary
nie miaty potomstwa, wystepowaty jedynie poronienia samoistne.

Wedtug Simpsona 1 wsp. (1989) oraz wedlug badan Goddijn 1 wsp. (2004)
znalezienie translokacji u pary z poronieniami nawracajacymi wzrasta wraz z liczba
przebytych niepowodzen cigzy. Badania pokazuja takze, ze w przypadku par, ktérych
analiza kariotypu zostala przeprowadzona ze wzgledu na wystegpowanie poronien
samoistnych, ryzyko urodzenia dziecka chorego jest niskie, szczeg6lnie, jesli para ma
takze zdrowe potomstwo (Simpson, 2007; Franssen i1 wsp., 2008). Wskazaniem do
analizy kariotypu obojga partnero6w sa dwa poronienia samoistne, natomiast nie wigze
si¢ to takze z analiza kariotypu poronionego zarodka/ptodu. Najczesciej zaktada si¢ a
priori w przypadku znalezienia zrownowazonej translokacji, ze przyczyng bylo
odziedziczenie przez potomka niezrownowazonej translokacji, kiedy do gamety trafia
tylko jeden z chromosomow pochodnych. Jak pokazuja jednak badania réznych grup w
przypadku rodzicow nosicieli tylko okoto 30% poronionych zarodkéw/plodow
dziedziczy translokacje niezrownowazong, kolejne 30% ma prawidtowy kariotyp a w
przypadku pozostatych identyfikuje si¢ aneuploidie chromosomu autosomalnego
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(interchromosomal effect) (Carp i wsp., 2006; Stephenson i Sierra, 2006, Simpson,
2007).

W przypadku badan wilasnych u trzech par badania kosmowki po poronieniu
potwierdzity odziedziczenie translokacji w postaci niezrownowazonej, ale ze wzgledu
na brak badan wczesniejszych niepowodzen nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze w
pozostalych przypadkach przyczyna byla identyczna. Tylko u nosicielki fuzji
centrycznej 46,XX,t(14;18) wczesniej przeprowadzone badania metoda FISH pozwolity
na identyfikacje trisomii chromosomu pary 18, co $wiadczy o powtarzajacej sie,
niekorzystnej segregacji chromosomow w gametach. W przypadku nosicielki
translokacji 46,XX,t(9;10) przeprowadzone badania daty wynik prawidtowy, jednak ze
wzgledu na to, iz metody molekularne wykrywaja tylko zmiany niezrownowazone nie
mozna stwierdzi¢, czy kariotyp pltodu byl prawidtowy, czy translokacja zostala
odziedziczona w postaci zrownowazonej od matki. Co ciekawe, przeprowadzone przez
innych autorOw badania sugeruja, ze w niektorych rodzinach translokacja jest
dziedziczona w postaci zrbwnowazonej, a wystgpowanie niepowodzen cigzy moze miec
zwigzek z innymi pozagenetycznymi czynnikami (Jacobs 1 wsp., 1970; Carp i wsp.,
2006). Taka hipoteze potwierdzaja wyniki przeprowadzonego badania materialu z
poronienia, ktére u par z translokacjami jest tak samo zasadne, jak w przypadku par nie
bedacych nosicielami. Jak pokazuja do$wiadczenia wilasne, brak jednoznacznego
potwierdzenia, iz przyczyna niepowodzen cigzy byto odziedziczenie aberracji w postaci
niezrownowazonej nie jest satysfakcjonujace dla pacjenta i niejednokrotnie sktania go
to przeprowadzania dalszych badan diagnostycznych. W przypadku badania materiatu z
poronienia mamy mozliwo$§¢ oceni¢ kariotyp zarodka/ptodu przy kazdym
niepowodzeniu i na tej podstawie wykluczy¢ lub potwierdzi¢ znaczacy wptyw
nosicielstwa aberracji strukturalnej

Szanse na posiadanie zdrowego potomstwa u par nosicieli w poréwnaniu do par z
poronieniami idiopatycznymi sg trudne w ocenie. Badania nie pozwalaja jednoznacznie
stwierdzi¢, iz w przypadku nosicieli szanse s3 istotnie statystycznie mniejsze, niz w
przypadku par bez nosicielstwa (Simpson, 2007). Jednak jak podkre§la Carp w swojej
pracy, analiza genetyczna nie powinna dotyczy¢ tylko pary, ze wzgledu na ograniczone
mozliwosci prognozowania przysztych zdarzen oraz adekwatnej porady genetycznej
(Carp 1 wsp., 2006). Badania genetyczne zarodka/ptodu moga dostarczy¢ wielu cennych
informacji, a co za tym idzie zmieni¢ podej$cie w terapii danej pary.
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Oprocz par z translokacjami wzajemnymi u jednej z pacjentek zidentyfikowano
chromosom  markerowy pochodzacy z  krotkich ramion chromosoméw
akrocentrycznych pary 14 lub 22. Niestety ze wzgledu na charakter tego regionu (brak
sekwencji kodujacych biatka) nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ktora para
chromosomoéw brala udziat w translokacji. Chromosom markerowy zostat
zidentyfikowany tylko w czgsci jader trofoblastu, a obecno$¢ chromosomu
markerowego stwierdzono takze u matki pacjentki (tylko w czeéci komorek), u ktorej
nie wystgpowaly niepowodzenia rozrodu. Analiza molekularna metoda MLPA do
sekwencji subtelomerowych nie ujawnita niezrbwnowazonego materiatu genetycznego
zarowno w obregbie chromosomow pary 14 1 22 jak i1 pozostatych. Sondy dla ramion p
chromosomow pary 14 1 22 hybrydyzuja do sekwencji najblizszych centromerowi w
ramieniu g, co pozwala wykluczy¢ obecno$¢ euchromatyny w chromosomie
markerowym. Manvelyan i wsp. przeanalizowali 111 przypadkéw wystepowania
dodatkowego chromosomu markerowego u par z niepowodzeniami rozrodu
(nieptodnoscia, niepowodzeniami cigzy) i1 stwierdzili, iz u tych par wystepuja one
trzykrotnie czg$ciej (Manvelyan i wsp., 2008). Najczesciej pochodzily z chromosomow
pary 14 1 22 i tylko w 30% przypadkéw zawieraty euchromatyng (Manvelyan 1 wsp.,
2008). W 4 przypadkach byly to chromosomy pochodzace z krotkich ramion
akrocentrykow 14 lub 22 u mezczyzn (podobnie jak u pacjentki w badaniach wtasnych),
przy czym u dwoch pacjentdéw wystepowaty nieprawidlowos$ci nasienia, u pozostatych
problemy z ptodnoscia i poronienia samoistne u partnerki (Manvelyan i wsp., 2008).
Poniewaz trudno jednoznacznie oceni¢ wplyw tych chromosoméw na problemy
prokreacyjne, bardzo trudno jest takze prognozowa¢ mozliwe nastepstwa nosicielstwa
takiego chromosomu. By¢ moze wystepowanie tego chromosomu moze wplywac na
obnizenie zdolnosci reprodukcyjnej, chociazby poprzez zaburzenia w parowaniu
chromosomow oraz tendencj¢ to wystepowania disomii jednorodzicielskiej (Manvelyan
1 wsp., 2008). Mozliwe jednak, Zze obecnos¢ chromosomu markerowego nie wptywa na

niepowodzenia cigzy, a znaczenie majg jeszcze inne, pozagenetyczne czynniki.

5.4. Aberracje chromosoméw plci u par i w materiale z poronienia

W badaniach wlasnych u 5 pacjentek zidentyfikowano aberracje liczbowe
chromosomow pflci, wystepujace w postaci mozaikowej. W trzech przypadkach w

badaniach materiatu z poronienia samoistnego, pochodzacego od tych pacjentek, nie
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zidentyfikowano aberracji liczbowych, w dwdch pozostatych wystepowaty aberracje
chromosomow plci. W pierwszym przypadku dodatkowy chromosom Y w kariotypie
meskim z pewnoscig nie byt konsekwencja wystepowania aberracji chromosomow picei
u matki, poniewaz zostal odziedziczony od ojca i ma zwigzek z zaburzeniami
spermatogenezy. W drugim przypadku, badano materiat z dwéch kolejnych poronien.
Aberracj¢ zidentyfikowano w jednym tylko przypadku i dotyczyla ona dodatkowego
chromosomu X u pfci zenskiej w materiale z drugiej cigzy. Mimo, iz w kariotypie
pacjentki znaleziono dodatkowy chromosom X tylko w niewielkim odsetku komorek
nie mozna wykluczy¢ mozliwosci, ze trisomia X w materiale z poronienia zostata
odziedziczona od matki, co moglo by¢ wynikiem wystepowania mozaikowosci
germinalnej oocytow.

Badania prowadzone przez innych badaczy wsrdd grupy pacjentek z aberracjami
chromosoméw pltci w postaci mozaikowe] pokazaly wyzsza czesto§¢ wystgpowania
poronien samoistnych u tych pacjentek niz w grupie kontrolnej (Homer i wsp., 2010).
Moze to by¢ zwigzane zaréwno z wystepowaniem aneuploidalnych gamet, ale rowniez
zmniejszonej rezerwy oocytéw (Homer 1 wsp., 2010). W przypadku kobiet z trisomia
chromosomu X takze byly przypadki przekazywania dodatkowego chromosomu X
potomstwu (Tartaglia i wsp., 2010). Ryzyko w tym przypadku jest szacowane na 1-5%,
ale, co ciekawe, jest ono wyzsze w przypadku kobiet z mozaikowymi postaciami
trisomii X (Tartaglia i wsp., 2010).

Ponadto, w badaniach wlasnych zidentyfikowano u dwodch innych pacjentek z
prawidtlowym kariotypem wystgpowanie monosomii X w dwoch kolejnych
poronieniach samoistnych. Swiadczy to o mozliwosci wystepowania nawracajacych
aneuploidii nie tylko o charakterze trisomii, ale takze monosomii X. Moze to wynika¢
zaroOwno z wystgpowania mozaikowosci germinalnej u pacjentek, lecz rowniez z
zaburzeniami spermatogenezy u partnerow. Badania prowadzono w celu identyfikacji
pochodzenia monosomii X pokazuja, ze w przypadku me¢zczyzn moze dochodzi¢ do
zaburzen spermatogenezy — nondysjunkcji w I podziale mejotycznym a wigc takze
istnieje wyzsze ryzyko wystepowania monosomii X w kolejnych cigzach (Martinez-
Pasarell i wsp., 1999). Takze u m¢zczyzn z mikrodelcjami w chromosomie Y obserwuje
si¢ wyzszy odsetek wystepowania monosomii X u zarodkéow (Mateu 1 wsp., 2010). W
badaniach wlasnych nie przeprowadzono jednak badan w kierunku mikrodelecji

chromosomu Y u partnerow pacjentek.
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5.5. Analiza zastosowanych metod FISH, QF-PCR i MLPA P095

W celu poréwnania uzyskanych wynikéw metodami FISH, QF-PCR i MLPA z
zestawem PQ95 zestawiono analizowane dane w tabeli poréwnawczej (Tabela 22).
Wszystkie trzy metody stosowano na jednej, tej samej grupie zebranych kosmoéwek po
niepowodzeniu cigzy — tacznie 122 kosmowki. W przypadku metody FISH wynik udato
si¢ uzyska¢ w przypadku 119 kosmowek (98%), metody QF-PCR 118 kosmowek
(97%), a MLPA P095 119 kosmowek (98%) (Tabela 22). W poréwnaniu do metody
FISH czulo$¢ metod zarowno QF-PCR jak i MLPA P095 wynosita 96%.

Najwiecej nieprawidlowosci chromosomowych zidentyfikowano stosujac metode
FISH, gdzie badano 8 chromosomoéw, wykrywajac aberracj¢ chromosomowa w 39%
badanych kosmowek (47 przypadkéw) (Tabela 22). Dodatkowo, zidentyfikowano
rowniez wystepowanie dodatkowego materiatu genetycznego pochodzenia matczynego,
stosujac hybrydyzacje z sondg centromerowg 14/22. Metoda QF-PCR z zastosowaniem
markeréw satelitarnych dla 8 chromosomdéw pozwolita na wykrycie aberracji
chromosomowych w 37% badanych kosmowek (44 przypadki) (Tabela 22). W
przypadku zastosowania zestawu MLPA P095 z sondami tylko dla 5 chromosomow
aberracje chromosomowe zidentyfikowano tylko w 24% badan (28 przypadkéw)
(Tabela 22).

Zarébwno metoda QF-PCR jak i MLPA pozwolita na identyfikacj¢ trisomii
chromosomow autosomalnych w badanym zakresie chromosomow a wyniki byly
zgodne z wynikami uzyskanymi metoda FISH. Tylko w jednym przypadku kosmowki
nr 9, metoda FISH wykryto w 11% jader interfazowych trisomi¢ chromosomu pary 22,
a w badaniu QF-PCR wynik okazat si¢ prawidlowy w zakresie tego chromosomu.
Identyfikacja trisomii 22 w tak niewielkim odsetku jader, ktéra nie zostala
potwierdzona w badaniu QF-PCR moze $wiadczy¢ o nieprawidtowej interpretacji
sygnatéw hybrydyzacyjnych, ktore mogly by¢ pozostatoscig nieodplukanej sondy lub o
hybrydyzacji krzyzowej z innym chromosomem. Obie metody pozwolily takze na
identyfikacj¢ zmian w zakresie chromosomoéw plci: monosomii X, dodatkowego
chromosomu Y, a w przypadku MLPA takze trisomii X.

Metoda QF-PCR udalo si¢ zidentyfikowal wszystkie, z wyjatkiem jedne;j,
triploidie wykryte metoda FISH. W przypadku kosmoéwki nr 115, niskie st¢zenie
genomowego DNA uniemozliwito uzyskanie wyniku. W dwoch przypadkach
(kosmoéwki nr 51 i 54) stwierdzono wyst¢gpowanie triploidii XXY, mimo iz wynik w
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badaniu FISH nie byl jednoznaczny (tylko w cze$ci jader obserwowano trzy sygnaty
hybrydyzacyjne).

Metoda MLPA wuzyskano informacj¢ o nieprawidlowosciach w zakresie
chromosomoéw plci, ktére mogg wskazywac na triploidie XXY, natomiast w przypadku
triploidii XXX wyniki byty prawidtowe.

Metoda FISH pozwolita na zidentyfikowanie w dwoch przypadkach (kosmowki
nr 23 i 94) jader interfazowych z r6znym zestawem chromosomow pici, zaréwno XX
jak i XY. QF-PCR w jednym przypadku (kosméwka nr 23) potwierdzita wystepowanie
dwoch réznych linii komorkowych w  zakresie chromosomoéow pici. W drugim
przypadku (kosmowka nr 94) wynik byt prawidtowy, a ple¢ zenska. Taki sam wynik —
pte¢ zenska - uzyskano metodqg MLPA.

Wystgpowanie aberracji chromosomowych tylko w czgsci jader interfazowych w
identyfikacji
22, w pozostalych przypadkach

metodzie FISH nie przeszkodzita w tych aberracji metodami

molekularnymi. Z wyjatkiem kosmowki nr
mozaikowos$ci w zakresie aberracji chromosomowych wykrytych metoda FISH, badania
QF-PCR i MLPA wykazaly wystgpowanie aberracji chromosomowych, co §wiadczy o
wysokiej czuto$ci metod molekularnych.

Zestawienie najwazniejszych cech ocenianych metod QF-PCR i MLPA

przedstawiono w Tabeli 23.

Tabela 22 Poréwnanie wynikow uzyskanych metodami FISH, QF-PCR i MLPA P095. Szarym kolorem
wyrdzniono te proby, ktorych wyniki roznity sig.

Wynik FISH Wynik QF-PCR Wynik MLPA P095
Lp. Numer 13, 15, 16, 18, 21, 22, 13, 15, 16, 18, 21, 22, 13, 18, 21,
kosmowki XiY XiY XiY
1 4 XYY XYY XYY
2 8 monosomia X monosomia X monosomia X
3 10 trisomia 21 i 22 trisomia 21 i 22 trisomia 21
4 14 triploidia XXX triploidia XXX prawidtowy
5 15 triploidia XXY triploidia XXY XXY
6 18 monosomia X monosomia X monosomia X
7 20 trisomia 22 trisomia 22 prawidtowy
8 21t trisomia 18 trisomia 18 trisomia 18
9 22 trisomia 22 prawidtowy prawidtowy
[mozaika 11/100] nie badano
chromosomu 22
10 23 XXIXY XXIXY XXIXY
[83/17]
11 26 monosomia X monosomia X monosomia X
12 28 trisomia 21 trisomia 21 trisomia 21
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13 29 trisomia 18 trisomia 18 trisomia 18
[mozaika 36/100]
14 30 monosomia X monosomia X monosomia X
15 31 trisomia 13 trisomia 13 trisomia 13
16 35 monosomia X monosomia X monosomia X
17 44 monosomia X monosomia X monosomia X
18 45 monosomia X monosomia X monosomia X
19 46 trisomia 22 trisomia 22 prawidtowy
nie badano
chromosomu 22
20 47 monosomia X z monosomia X z monosomia X z
trisomia 18 trisomia 18 trisomia 18
21 51 triploidia XXY triploidia XXY prawidtowy
[tylko w czeSci jader
interfazowych]
22 53 trisomia 22 trisomia 22 prawidtowy
nie badano
chromosomu 22
23 54 triploidia XXY triploidia XXY prawidlowy
[tylko w czeSci jader
interfazowych]
24 55 triploidia XXY triploidia XXY XXY
25 59 trisomia 18 trisomia 18 trisomia 18
26 71 trisomia 16 trisomia 16 prawidtowy
nie badano
chromosomu 16
27 72 trisomia 15 trisomia 15 prawidtowy
nie badano
chromosomu 15
28 73 trisomia 16 trisomia 16 prawidtowy
nie badano
chromosomu 16
29 74 trisomia 18 trisomia 18 trisomia 18
30 76 trisomia 21 trisomia 21 trisomia 21
31 78 trisomia 16 trisomia 16 prawidtowy
nie badano
chromosomu 16
32 80 triploidia XXX triploidia XXX prawidlowy
33 83 trisomia 16 trisomia 16 prawidtowy
nie badano
chromosomu 16
34 84 monosomia X monosomia X monosomia X
35 86 triploidia XXY triploidia XXY XXY
36 88 trisomia 16 trisomia 16 prawidtowy
nie badano
chromosomu 16
37 92 trisomia 16 trisomia 16 prawidtowy
nie badano
chromosomu 16
38 93 triploidia XXY triploidia XXY XXY
39 94 XXIXY XX XX
[84/16]
40 96 triploidia XXX triploidia XXX prawidtowy
41 102 trisomia 16 trisomia 16 prawidlowy
[mozaika 42/100] nie badano
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chromosomu 16
42 103 - - XXX
43 107 monosomia X z monosomia X z monosomia X
trisomia 16 trisomig 16
44 110 trisomia 22 trisomia 22 prawidlowy
45 115 triploidia XYY - XYY
46 116 monosomia X monosomia X monosomia X
[mozaika 11/100]
47 119 monosomia X monosomia X monosomia X
48 120 monosomia X monosomia X monosomia X
[mozaika 14/100]
Podsumowanie: | 47 nieprawidlowych | 44 nieprawidlowych | 28 nieprawidlowych
wynikéw/ 119 wynikéw/118 wynikéw/119
badanych badanych badanych
[399%6]? [37%)] [24%]°

Y'W przypadku kosméwki nr 21 trisomia dotyczy tylko diugiego ramienia chromosomu pary 18 (trzy
kopie dlugiego ramienia), ze wzglgdu na odziedziczenie od matki-nosicielki niezrownowazonej
translokacji z chromosomem pochodnym, zbudowanym z dwoch dtugich ramion chromosoméw pary 14 i
18. Potwierdzono te zmiane w badaniu regionéw subtelomerowych metodg MLPA i FISH.

2'W badaniu metoda FISH uzyskano réwniez dodatkowo nieprawidlowy wynik badania kosmowki 42 z
sonda centromerowg dla chromosoméw pary 14/22, zastosowang w celu identyfikacji dodatkowego

materiatu genetycznego pochodzenia matczynego.

*W 11 przypadkach nie badano chromosomu pary 16 i 22.

Tabela 23 Poréwnanie skutecznosci metody QF-PCR i MLPA P095.

Cecha QF-PCR MLPA P095
Skutecznos¢ 97% 98%
Czutosc¢ 96% 96%
Identyfikacja trisomii Tak w zakresie Tak w zakresie
chromosomow autosomalnych: badanych badanych
chromosomow chromosomow
Identyfikacja aberracji
chromosomow pici:
Monosomii chromosomu X Tak Tak
Trisomii XXX Nie wiadomo Tak
Trisomii XYY Tak Tak
Identyfikacja triploidii:
XXX Tak Nie
XXY Tak Tylko w zakresie
dodatkowego
chromosomu X
XYY Nie wiadomo Tylko w zakresie
dodatkowego
chromosomu Y
Identyfikacji aberracji
chromosomowych w przypadku
wystepowania mozaikowosci:
XXIXY Tak Tak
Trisomie Tak Tak
Monosomia X Tak Tak
Triploidia (XXY) Tak Nie

Metoda FISH stosowana jest szeroko w diagnostyce prenatalnej do tak zwanej
szybkiej diagnostyki najczestszych aneuploidii od lat dziewigédziesigtych XX wieku
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(Klinger i wsp. 1992; Ward i wsp., 1993, Bryndorf i wsp., 1997; Eiben i wsp., 1998).
Zastosowanie znalazla takze w badaniu materialu z poronienia, cho¢ w tym przypadku
analizowana jest wieksza liczba chromosoméw niz w przypadku diagnostyki
prenatalnej. Badania Jobanputry pokazatly, iz metoda FISH z zastosowaniem sond dla
chromosomoéw pary 13, 15, 16, 18, 21, 22, X i Y pozwolita na identyfikacje 83%
aberracji chromosomowych wsrod wszystkich wykrytych w badanym materiale, przy
100% skutecznosci (Jobanputra i wsp., 2002). W badaniach wilasnych ta metoda
uzyskano podobny wynik — 86% aberracji chromosomowych wsrod wszystkich, ktore w
badanym materiale znaleziono. Ponadto, jak zauwazyta Jobanputra FISH pozwolit na
identyfikacj¢ aberracji takze w przypadku tych prob, ktoérych badanie kariotypu si¢ nie
powiodlo (w 4 przypadkach na 5 wykryto aberracje chromosomowa) (Jobanputra i
wsp., 2002). W badaniach wtasnych skuteczno$¢ metody wyniosta 98%, co mozna
thumaczy¢ wlaczeniem do badania materiatu z bloczkéw parafinowych, w przypadku
ktorych istnieje ryzyko, iz material zostal utrwalony w odczynnikach, ktoére nie
pozwalaja na hybrydyzacje, na przyklad niebuforowana parafina. Podobne wyniki
uzyskala Jobanputra i wsp. w p6zniejszych badaniach, w ktérych zastosowano metode
FISH z tym samym zestawem chromosomow. Kosmowki byly badane zar6wno metoda
cytogenetyki klasycznej jak 1 metodg FISH, co pozwolito iacznie na identyfikacje
wszystkich aberracji chromosomowych w 65,5% przypadkow (Jobanputra i wsp.,
2011).

W badaniach wlasnych odsetek kosmoéwek, w ktorych zidentyfikowano metoda
FISH aberracj¢ chromosomowg wynosit 40%. Oceng skutecznos$ci tej metody z takim
samym zestawem sond przeprowadzili tez Shearer 1 wsp. analizujagc 5555 kosmowek
(Shearer 1 wsp., 2011). Metoda FISH udato im si¢ uzyska¢ informatywne wyniki we
wszystkich przypadkach, przy czym badany panel chromosoméw pozwolit na
identyfikacj¢ 70% aberracji chromosomowych, a potaczenie metody FISH 1
klasycznego kariotypu pozwolito na identyfikacj¢ nieprawidtlowosci w 47%
przypadkéw (Shearer i1 wsp., 2011). W badaniach wtasnych aberracje chromosomowe
zostaly zidentyfikowane w 40% przypadkow tylko metoda FISH, a w potaczeniu z
metodami molekularnym w 47%, co daje porownywalne wyniki.

Wsrod metod molekularnych, pozwalajagcych na diagnostyke aberracji
chromosomowych metoda QF-PCR coraz czgsciej zastepuje metode FISH w przypadku

badan prenatalnych, a obecnie takze w przypadku analizy materiatu z poronienia. W
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badaniach wlasnych wyniki udalo si¢ uzyska¢ w 97% przypadkow przebadanych
kosmowek, a aberracje zidentyfikowano w 37% przypadkéw. Zastosowano tylko jeden
marker dla kazdego chromosomu z uwagi na poréwnawcza analize¢ metodg FISH.
Wedlug standardow Association for Clinical Cytogenetics przy przeprowadzaniu testow
na aneuploidi¢ metoda QF-PCR przynajmniej dwa markery powinny by¢ informacyjne,
ale akceptowalny jest takze jeden informacyjny marker, gdy analiza zostaje
potwierdzona inng metoda, na przyktad FISH (ACC; 2007). Niejednoznaczne wyniki
dla markerow nieprawidlowych o stosunku alleli 2:1, pomiedzy 1,4-1,8 oraz 0,68-0,8
uzyskano w przypadku kariotypu XYY oraz w dwoch przypadkach triploidii XXX, ale
tylko dla jednego lub dwdéch markeréw (pozostate wskazywaty na triploidi¢). Ponadto
pojawily si¢ wyniki, ktérych warto§¢ wynosita powyzej 2,4 lub ponizej 0,45, co wedlug
standardow moze $wiadczy¢ o wystepowaniu wiecej niz 3 kopii chromosoméw. Wyniki
takie uzyskano w przypadku kosméwki nr 29 z trisomig 18 (0,18/5,39), w przypadku
ktorej badanie FISH wykazato trisomi¢ 18 tylko w 36% jader interfazowych (kariotyp
mozaikowy). Podobnie w przypadku kosmowek nr 51 i 55 z triploidia XXY, gdzie
jeden z alleli wykraczal poza zasigg normy, a w badaniu FISH triploidia zostala
stwierdzona tylko w cze$ci komorek. Dodatkowo w przypadku triploidii XXY
(kosmowka nr 86) takze jeden z alleli wykazywat zasigg poza granicami normy (w
badaniu FISH bez cech mozaiki) oraz trisomii 16 (kosméwka nr 92 - 0,29/3,37, w
badaniu FISH — trisomia 16 w 100% jader). W badaniu kosmoéwek z monosomig X
tylko w czesci jader interfazowych (11% i1 14%) w analizie QF-PCR nie stwierdzono
dodatkowego allelu wskazujacego na kariotyp mozaikowy. Moze by¢ to zwigzane
zar6wno z tym, iz monosomia mogta dotyczy¢ wigkszej liczby komorek, niz wykazato
badanie FISH, z drugiej strony badane allele mogly by¢ homozygotyczne.

Zastosowanie QF-PCR na prébach DNA uzyskanych z ptynu owodniowego lub
kosmowki pokazaty, iz jest to metoda o wysokiej czutosci 1 specyficznos$ci, pozwalajaca
zaro6wno na identyfikacj¢ aberracji chromosomowych, takich jak aneuploidia, triploidia,
ale takze w przypadku mozaikowosci, disomii jednorodzicielskiej oraz kontaminacji
materialem matczynym. W 1997 roku Adinolfi i wsp. przedstawili w swojej pracy test
na najczestsze aneuploidie chromosomowe identyfikowane w badaniach prenatalnych
oparty na metodzie ilosciowej fluorescencyjnej PCR (Adinolfi, Pertl, Sherlock, 1997).
W 1999 roku Cirigliano i wsp. przedstawili diagnostyke aneuploidii chromosoméw X i

Y przy uzyciu metody QF-PCR stosujagc nowy marker dla chromosomu X — X22
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(Cirigilano i1 wsp., 1999). W 2005 roku Mann i wsp. (2005) przedstawili badania
przeprowadzone w ciggu trzech lat na 7720 probach ptynu owodniowego, ktérych
celem byla ocena skutecznosci metody QF-PCR w diagnostyce najczestszych
aneuploidii. Badania pokazaly, iz skuteczno$§¢ metody siegata niemal 100%, a
wiekszos¢ wynikow (97%) mozna bylo uzyska¢ juz w dniu pobrania proby do badania
(Mann i wsp., 2005). Co wigcej, nie byto rozbieznosci pomiedzy trisomiami wykrytymi
w klasycznej analizie kariotypu, a w badaniach molekularnych, ktore pozwolity takze
na identyfikacje kariotypu mozaikowego oraz kontaminacji materialem matczynym.
Putzowa 1 wsp. przeprowadzili podwdjny test — analize¢ kariotypu i analiz¢ molekularng
metoda QF-PCR na probach uzyskanych z ptynu owodniowego oraz kosméwki
(Putzowa i wsp., 2008). W metodzie QF-PCR zastosowano dwa testy — jeden w
kierunku trisomii 21 oraz chromosoméw X/Y, drugi w kierunku aneuploidii 13, 18, 21
oraz chromosoméw X i Y. Podobnie jak u innych autoréw wyniki udato si¢ uzyskaé¢ w
ciggu 24 godzin, czulo$¢ testu oceniona zostata na 90%, specyficzno$¢ na 100%,
dowodzac tym samym zasadno$¢ wprowadzenia tego testu w badaniach prenatalnych.
W 2010 roku Hills i wsp. przedstawili badania prowadzone w ciggu dwoch lat na
probach prenatalnych (ptyn owodniowy 1 kosmowka), gdzie stosowali jedynie metode
QF-PCR z markerami dla chromosomoéw pary 13, 18, 21 , X 1Y, jako samodzielny test
nie potwierdzany (z pewnymi wyjatkami) analizg kariotypu (Hills i wsp., 2010). Wéréd
9737 przebadanych préb, tylko w 25 przypadkach (0,3%) dodatkowo wykonana
(prenatalnie lub postnatalnie) analiza kariotypu pokazata falszywie negatywny wynik
badania molekularnego, dowodzac skutecznosci oraz zasadnosci jego stosowania jako
samodzielnego testu diagnostycznego (Hills i wsp., 2010).

W 2005 roku Diego-Alvarez i wsp. (2005) przedstawili w swojej pracy
wykorzystanie testu QF-PCR takze w poronieniach samoistnych. Zastosowano
rozszerzony panel markeréw dla chromosomow pary 2, 7, 13, 15, 16, 18, 21,22, X 1 Y.
Dla kazdego z chromosoméw stosowano po dwa markery, a w przypadku obu
nieinformacyjnych, takze markery dodatkowe. Wyniki udalo si¢ uzyska¢ w 94%
przypadkow, a odsetek wykrytych aberracji liczbowych wynosit 36% (Diego-Alvarez i
wsp., 2005).

Zou 1 wsp. (2008) przedstawili badania poréwnawcze analizy materiatu z
poronienia metoda klasyczng (analiza kariotypu) a metoda molekularng (QF-PCR).
Metoda QF-PCR analizowali dziewig¢ chromosomow: 13, 14, 15,16, 18, 21,22, X1Y,
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stosujac co najmniej dwa markery dla kazdego chromosomu (dla niektérych takze 3
markery) (Zou i wsp., 2008). Wyniki uzyskali w 98,3% przypadkoéw, aberracje
chromosomowe zidentyfikowali w 36,1% przypadkéw, a wyniki analizy kariotypu 1
analizy molekularnej byty zgodne w 95% przypadkéw (Zou 1 wsp., 2008).

W pracach obu autoréw jak i badaniach wlasnych markery wykazywaty wysoki
stopien heterozygotycznosci (powyzej 0,8), co pozwala na uzyskiwanie informacyjnych
wynikow dla wigkszosci badanych prob.

Uzyskane w badaniach wilasnych wyniki pokazuja wysoka czutos¢ i
specyficznos¢ tej metody, nie tylko w identyfikowaniu kompletnych aneuploidii, ale
takze triploidii oraz kariotypéw mozaikowych. Ze wzgledu jednak na mozliwo$é
wystepowania wynikow nieinformacyjnych lub niejednoznacznych, analiza taka
przeprowadzana, jako samodzielny test powinna bada¢ wigcej niz jeden marker dla
kazdego chromosomu (optymalnie trzy do czterech markerow).

Obok FISH i QF-PCR takze metoda MLPA moze by¢ stosowana do identyfikacji
najczestszych aneuploidii. Komercyjnie dostepny zestaw do identyfikacji aneuploidii w
zakresie chromosoméw pary 13, 18, 21, X 1 Y (MLPA P095) zostat skonstruowany
glownie z mys$lg o diagnostyce prenatalnej, ale mozna go rOéwniez zastosowac w
przypadku materialu z poronienia.

W badaniach wtasnych, dzigki zastosowaniu zestawu MLPA P095 udalo sie¢
wykry¢ 50% aberracji chromosomowych wsrod wszystkich, tacznie zidentyfikowanych
roznymi metodami, przy czym nalezy zaznaczyC, ze takze ogo6lny odsetek
zidentyfikowanych nieprawidlowosci jest wyzszy niz u innych autoréw (Carvalho i1
wsp., 2010). We wszystkich przypadkach trisomii wzgledne wartosci fluorescencji
wynosity powyzej 1,3, a nieprawidtowos$ci odnotowano w przypadku co najmniej w 5 z
8 sond. W przypadku Kkariotypu mozaikowego — trisomii 18 w 36% komorek
(kosmowka nr 29), monosomii X w 11% komorek (kosmowka nr 116) 1 monosomii X
w 14% komorek (kosmowka nr 120) — co najmniej 5 z 8 sond wykazywato
nieprawidlowe wartosci. Wyniki te sg zblizone do uzyskanych przez inne grupy,
pokazujac tym samym niezwykla czulos¢ metody MLPA, ktéra pozwala na
identyfikacje nieprawidlowosci wystepujacg nawet w czesci komorek. Podobnie w
przypadku kariotypu mozaikowego XX/XY wartosci dla chromosomu Y byly ponizej
granicy normy, w przeciwienstwie do wysokich wartosci uzyskanych dla chromosomu

X. W przypadku kariotypu 47,XYY wartosci nie osiggnety 1,8, jak przedstawiono to na
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przyktad w pracy van Opstal i wsp. podobnie w przypadku 47,XXX warto$ci takze byty
nizsze niz podawane przez tych autorow 2,5 (van Opstal i wsp., 2009).

Warto zwroci¢ uwage takze na to, iz zestaw ten, pomimo ze przeznaczony do
identyfikacji aneuploidii, pozwala takze na badanie aberracji strukturalnych. W
przypadku kosmowki nr 21 wystagpita trisomia dlugiego ramienia chromosomu pary 18,
co zostalo potwierdzone w badaniu MLPA do subtelomeréw. W przypadku zestawu
MLPA P095 duplikacji ulegty nie tylko sondy znajdujace si¢ w dlugim ramieniu
chromosomu pary 18, ale takze jedna z dwodch, ktore wystepuja w regionie
okotocentromerowym ramienia p. Chromosom pary 18 ulegl zlamaniu powyzej
centromeru w ramieniu p, a wigc zawieral centromer 18, stad duplikacja tego regionu w
badaniu. Zgodnie z przeprowadzong analiza u ptodu wystgpowat jeden prawidlowy
chromosom pary 18 odziedziczony od ojca oraz jeden od matki, jeden prawidlowy
chromosom 14 odziedziczony od ojca oraz jeden chromosom matczyny ztozony z
dtugich ramion chromosomoéw 18 1 14.

Kooper i wsp. (2008) wykorzystali MLPA P095 do identyfikacji aneuploidii na
1000 prob plynu owodniowego, chcac oceni¢ jego mozliwosci, jako samodzielnego
testu prenatalnego. W swoich badaniach uzyskali 94,7% skuteczno$ci, 100% czutosci i
specyficznosci dla tego zestawu, ktory w wiekszosci przypadkow (94%) pozwolit na
uzyskanie wynikéw w przeciagu trzech dni roboczych (Kooper i wsp., 2008). Test taki
powtdrzyli takze na 152 probach pochodzacych z biopsji kosmowki (Kooper i wsp.,
2009). Wyniki pokazaty wysoka czuto$¢ i specyficznos¢ testu oraz catkowita zgodnos¢
wynikow pomiedzy klasyczna analiza kariotypu a badaniami molekularnymi w
przypadku euploidii, oraz niemozaikowych aneuploidii (Kooper i wsp., 2009).

Van Opstal 1 wsp. (2009) przebadali 4000 prébek pltynu owodniowego uzyskujac
podobne rezultaty — 100% czuto$¢ i specyficznos¢. Wyniki uzyskano dla wszystkich
préb, przy czym niejednoznaczne wyniki stanowity 1,7% przypadkéw (van Opstal i1
wsp., 2009). Falszywie negatywne wyniki uzyskano dla prob z triploidiag 69,XXX,
aberracjami strukturalnymi, chromosomem markerowym, mozaikowymi aberracjami
chromosomow plci. Petng trisomi¢ identyfikowano jesli warto$ci wynosity powyzej 1,3
przynajmniej dla 5 z 8 sond. W przypadku kariotypu mozaikowego wartosci
nieprawidlowe uzyskiwano dla 4 z 8 sond (trisomia 21 w 24% komorek), 6 z 8 sond

(trisomia 18 w 26% komorek) i 7 z 8 sond (mozaika 47,XXY/46,XY w 22% komorek)
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(van Opstal i wsp., 2009). W przypadku kariotypow 47, XYY wartosci fluorescencji
wynosity 1,8, a dla 47, XXX nawet 2,5 (van Opstal i wsp., 2009).

Proby wykorzystania zestawu P095 podje¢li takze Carvalho 1 wsp. (2010), w tym
przypadku jednak badaniami objeli 489 prob pochodzacych z poronien samoistnych
(92,3%) oraz martwych porodéow. Rezultaty badan uzyskali w przeciggu 24 godzin,
przy czym wszystkie analizowane proby daly jednoznaczny, informacyjny wynik
(Carvalho i wsp., 2010). Aberracje chromosomowe zidentyfikowano w 7,8%
przypadkow, a falszywie negatywne wyniki dotyczyly przypadkow triploidii 69,XXY,
podwdjnej trisomii 7 i 13 oraz 20 i 21 (Carvalho i wsp., 2010). W przypadku
kontaminacji materialem matczynym tylko w badaniu MLPA zidentyfikowano
chromosom Y (stosunek wartosci chromosomu Y do X byt relatywnie nizszy), w
badaniu cytogenetycznym wynik byt prawidlowy zenski. Ogodtem, w badanym
materiale, metoda molekularng i klasyczng wykryto 29,9% nieprawidtowosci

chromosomowych (Carvalho i wsp., 2010).

5.6. Analiza regionéw subtelomerowych i regioné6w zwigzanych z

zespolami mikrodelecji/mikroduplikacji

Analiza regionow subtelomerowych metoda MLPA pozwolita na identyfikacje
dodatkowych  trisomi chromosomowych oraz aberracji  strukturalnych, nie
zidentyfikowata jednak submikroskopowych rearanzacji w tych regionach. Znaczenie
rearanzacji subtelomerowych w poronieniach samoistnych, szczegdlnie tych
nawracajacych, jest dyskusyjne, aczkolwiek istnieja prace przedstawiajace pary z
poronieniami nawracajacymi, ktore sa nosicielami zmian w tych regionach (Brackley i
wsp., 1999; Monfort i wsp., 2006). Wydaje si¢ jednak, iz tego typu aberracje mozna
zidentyfikowa¢ u par, w rodowodzie ktorych wystepowaly nie tylko poronienia
samoistne, ale takze urodzenia dzieci z wadami wrodzonymi, cechami dysmorfii
oraz/lub z niepelnosprawnoscia intelektualng. Badania ws$rod pacjentow tylko z
poronieniami nawracajacymi w wigkszo$ci nie potwierdzity zmian w tych regionach
(Benzacken 1 wsp., 2002; Fan, Zhang, 2003; Jalal 1 wsp., 2003). Ponadto, wdrozenie do
diagnostyki metod mikromacierzowych, takich jak array CGH pozwala na ocen¢ zmian
submikroskopowych nie tylko w regionach subtelomerowych, ale takze w pozostatych
regionach chromosomowych, co wydaje si¢ w przypadku par z niepowodzeniami cigzy

duzo lepszym rozwigzaniem, niz analiza samych subtelomeréw.

146



Dyskusja

Metoda MLPA pozwolita natomiast na identyfikacj¢ dodatkowych trisomii
chromosoméw autosomalnych oraz aberracji strukturalnych. Wykorzystanie testu
subtelomerowego MLPA w poronieniach samoistnych zaproponowat Bruno (Bruno i
wsp., 2006). W pierwszym tescie przebadali 78 kosmoéwek metoda MLPA oraz
wykonali analize kariotypu, natomiast w drugim tescie wykonali badanie MLPA z
zestawem P069 i P036 na 100 kosmowkach, dodatkowo stosujac FISH z sondg 13/21
do analizy triploidii. W pierwszym badaniu udalo im si¢ uzyska¢ wyniki w 95%
przypadkéw, w drugim, dzieki wigkszej ilosci kosmoéwki przeznaczonej do izolacji
DNA (5-10 pg zamiast 1-5 pg) wyniki uzyskali w 97% przypadkow (Bruno i wsp.,
2006). W badaniu zidentyfikowali wszystkie trisomie autosomalne, monosomi¢ X oraz
aberracje strukturalne. W przypadku 100 kosmowek badanych tylko metoda MLPA
nieprawidlowosci zidentyfikowano w 18 (Bruno i wsp., 2006). Test nie zidentyfikowat
jedynie triploidii, jednak w pozostatych przypadkach okazal si¢ skuteczny i efektywny.

Diego-Alvarez i wsp. (2007) badali wykorzystanie testu subtelomerowego MLPA
P036 1 PO70 do analizy materiatu z poronienia. W tym celu przebadali 221 kosméwek,
dodatkowo wykonujac w 178 przypadkach takze analiz¢ cytogenetyczng (Diego-
Alvarez i wsp., 2007). Wyniki uzyskano dla wszystkich prob. Zidentyfikowali trisomie
autosomalne (duplikacje sond w ramieniu p i q chromosomu w obu zestawach),
aberracje strukturalne (delecje¢ 1 duplikacj¢ w ramionach p lub q chromosomow), ale
takze trzy submikroskopowe zmiany o charakterze delecji/duplikacji, ktore nie zostaty
zidentyfikowane w badaniu kariotypu. Test mnie zidentyfikowat triploidi,
zrownowazonych translokacji oraz interstycjalnych delecji/duplikacji, co wedlug
autorow moze zmniejszy¢ odsetek identyfikowanych zmian o okoto 7% (Diego-Alvarez
I wsp., 2007). Pomimo tego, uznali test subtelomerowy za skuteczny a w potaczeniu z
metoda QF-PCR oraz badaniami cytogenetycznymi pozwalajacy uzyska¢ wiarygodne
wyniki badan.

Donaghue zaproponowata potaczenie dwoch testow molekularnych, ktore
pozwolityby zastapi¢ klasyczng analizg¢ kariotypu i1 wyeliminowa¢ ewentualne
ograniczenia obu metod (Donaghue i wsp., 2010). Ocenili oni, iz w ciggu 10 lat
przeprowadzania klasycznej analizy kariotypu w okolo 2,7% przypadkéw analiza
cytogenetyczna nie pozwolita na identyfikacje subtelnych zmian typu delecji/duplikacji
(Donaghue i1 wsp., 2010). Stad proba zastosowania potaczonych badan molekularnych.

Badania przeprowadzili na 500 probach pochodzacych z materialu z poronienia
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(Donaghue i wsp., 2010). W pierwszym etapie zastosowali analiz¢ QF-PCR dla
chromosomow pary 13, 18, 21, X 1 Y, a gdy wynik byl prawidtowy stosowali test
subtelomerowy MLPA P069. Jesli wynik wskazywat na trisomi¢ 14, 15 lub 16,
potwierdzali to metodg QF-PCR, jesli natomiast inne sondy wykazywaty nieprawidlowe
warto$ci przeprowadzali dodatkowa analiz¢ drugim testem MLPA P036. Takie same
nieprawidlowosci zidentyfikowane w obu testach traktowali, jako aberracj¢
chromosomowg, jesli natomiast dotyczyly tylko jednego, uznawali za wynik
prawidtowy. Skuteczno$¢ obu polgczonych metod wynosita 95%, przy czym 88%
wynikow uzyskiwano w okresie ponizej 28 dni (Donaghue i wsp., 2010).
Nieprawidtowosci wykryto w 23% przypadkow, a odsetek ten byl podobny, jaki
uzyskiwano stosujac jedynie metody cytogenetyki klasycznej (Donaghue i wsp., 2010).
Przedstawione powyzej badania pokazuja kierunki wspolczesnej genetycznej
diagnostyki niepowodzen cigzy. W badaniach wtasnych zastosowano nieco odmienne
podejscie — rozszerzajac pierwszy test o badanie chromosoméw, ktorych aneuploidie
najczesciej sa spotykane w materiale z poronienia (13, 15, 16, 18, 21, 22, X 1Y), co
wydaje si¢ duzo lepszym podejSciem 1 pozwala na wykrycie okolo 80% aberracji
chromosomowych. W przypadku MLPA subtelomerowego skuteczno$¢ w badaniach
wlasnych wynosita mniej, bo 81%, na co wplyw mogta mie¢ zaré6wno technika izolacji
DNA jak i jakos¢ materiatu wyjSciowego - kosmowki. Poniewaz MLPA jest metoda
niezwykle czula na wszelkiego typu zanieczyszczenia, zdecydowanie lepszym
rozwigzaniem jest izolacja DNA z wuzyciem gotowych zestawoéw do izolacji,
pozwalajacych uzyska¢ DNA o wyzszej jakosci 1 czystosci. Ponadto, niejednokrotnie
dostarczany materiat ulegt juz czeSciowej degradacji, stad po izolacji, DNA genomowy
byt czesciowo zdegradowany, z malg iloscia wysokoczasteczkowego DNA, co
przektadalo si¢ na uzyskiwane w badaniu rezultaty. W pozostatych przypadkach test
MLPA z zestawem P036 1 PO70 pozwolit na identyfikacje dodatkowych trisomii oraz
aberracji strukturalnych chromosomoéw. Mimo 1z niektorzy podkreslaja wigksza
skutecznos¢ zestawu P070 (wczesniejszy test P069) niz P036 (Donaghue i wsp., 2010)
to badania wlasne nie potwierdzily tej zaleznos$ci. W obu testach uzyskiwano podobne
rezultaty, a ze wzgledu na to, iz jeden zestaw ma zaprojektowang tylko jedng sonde¢ dla
kazdego ramienia, stosowanie dwoch zestawow jednoczesnie wydaje si¢ bardziej

zasadne, poniewaz zmniejsza ryzyko niejednoznacznych wynikow.
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Badania z zastosowaniem zestawu MLPA do identyfikacji zespotow
mikrodelecji/mikroduplikacji nie potwierdzity wystgpowania zmian w analizowanych
regionach w badanej grupie kosmowek. Moze to wynika¢ z tego, iz zestaw ten
przeznaczony jest do diagnostyki zespoldow identyfikowanych u dzieci z cechami
dysmorfii, wadami, opdznieniem rozwojowym. Trudno oceni¢, czy sa one takze
przyczyna niepowodzen cigzy, poniewaz czesto sa to zmiany submikroskopowe, ktore
nie s3 identyfikowane w klasycznym badaniu kariotypu. Wstgpne rozpoznanie
okreslonego zespotu jest ustalane na podstawie analizy dysmorfologicznej, co w
przypadku niepowodzen cigzy jest niemozliwie. Jednakze, z drugiej strony, w
przypadku jednej z kosméwek (kosmoéwka nr 118), ktéra zostata zakwalifikowana do
badania metoda array CGH zidentyfikowano submikroskopowa duplikacj¢ w regionie
4p16.3, co pokazuje, ze tego typu zmiany takze moga zosta¢ rozpoznane w przypadku

materialu z poronienia.

5.7. Analiza badania materialu z poronienia przeprowadzona metodg

array CGH

Przeprowadzone badania wilasne dowiodly, ze metoda poréwnawczej
hybrydyzacji genomowej do mikormacierzy jest skuteczna w identyfikacji
najczestszych zmian genetycznych jak i submikroskopowych rearanzacji genomowych
typu CNV. Sposrdd 24 przebadanych kosmowek w 54% znaleziono zmiany genetyczne,
z czego 77% aberracji stanowity aneuploidie chromosomowe (trisomie, wielokrotne
trisomie, monosomia X), ale az 13% stanowily zmiany mate, nie zidentyfikowane
innymi metodami. Z pewnos$cig $wiadczy to o olbrzymim potencjale tej metody w
identyfikowaniu przede wszystkim tych zmian, ktére dotychczas pozostawaty poza
zasiegiem dostepnych metod badawczych. Jest to takze szansa w przypadku par z
prawidtowym kariotypem zaréwno partnerow jak i zarodka/ptodu na zidentyfikowanie
przyczyny poronien, szczegélnie tych nawracajacych. Metoda ta pozwala takze na
znalezienie regionow, w ktorych znajduja si¢ wazne dla rozwoju embrionalnego geny, a
ktorych uszkodzenie moze prowadzi¢ do niepowodzen cigzy.

Nowe technologie oparte na metodach mikromacierzowych, takiej jak array CGH,
nazywane czasami ,,molekularnym kariotypem”, pozwalaja na identyfikacj¢ nowych
zmian w Kariotypie o charakterze submikroskopowym, powodujac tym samym

identyfikacj¢ nowych zespotow mikrodelecji/mikroduplikacji. Dotychczas klasyczna
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analiza chromosomowa byla przeprowadzana w przypadku rozpoznania opodznienia
rozwojowego/niepetnosprawnosci intelektualnej o nieznanej etiologii lub zespotow wad
wrodzonych, chordb ze spektrum autyzmu, stanowigc ,,ztoty standard” diagnostyczny
przez ponad 35 lat. Okazalo si¢ jednak, ze metody oparte na mikromacierzach
pozwalaja w duzo wigkszym stopniu niz badanie klasyczne zidentyfikowaé¢ zmiany w
kariotypie, odpowiedzialne za wystepujace objawy. Stad, w wielu osrodkach
diagnostyczno-badawczych wprowadzono jako pierwszy test badanie oparte o technike
mikromacierzy, z pominieciem badania kariotypu, a badanie to jest rekomendowane
przez wielu badaczy, jako pierwszy samodzielny, w pelni skuteczny test diagnostyczny
w wyzej wymienionych przypadkach (Miller i wsp., 2010). By¢ moze takze w
przypadku par z niepowodzeniami ciazy (szczegdlnie nawracajacymi) test ten zostanie
na szeroka skale wykorzystywany w badaniach kosméwki po poronieniu.

Juz Philipp 1 wsp. (2003) w swoich badaniach poswieconych cytogenetycznej i
embrioskopowej analizie zarodkow/plodéw po poronieniu samoistnym, zauwazyli, iz
zmiany morfologiczne w czesci przebadanych przypadkéw o prawidlowym kariotypie
moga mie¢ bardzo subtelny charakter, ktory wymagalby bardziej szczegdtowej analizy
genomowej niz analiza kariotypu.

W 2004 roku Shaeffer 1 wsp. (2003) wykorzystali metod¢ array CGH do
identyfikacji zmian w materiale z poronienia. Wyniki badania pordéwnali z tym
otrzymanymi po klasycznej analizie kariotypu. W 41 przebadanych przypadkach w 38
wyniki kariotypu 1 array CGH byty zgodne. Dodatkowo analiza wykryla 4 wczesniej nie
zidentyfikowane zmiany, co stanowilo 9,8% przypadkéw 1 (Shaeffer 1 wsp., 2003).
Metoda array CGH pozwolila na identyfikacj¢ nie tylko trisomii 1 monosomii
autosomalnych, aneuploidii chromosoméw pici, ale takze byla pomocna w przypadku
niejednoznacznego wyniku analizy kariotypu oraz zmian, ktore w takim badaniu nie sa
mozliwe do zidentyfikowania (zmiany w regionach subtelomerowych, mate
interstycjalne duplikacje).

Metoda array CGH zostata wykorzystana takze, w przypadkach niepowodzenia
hodowli trofoblastu i nieudanej analizy cytogenetycznej (Benkhalifa i wsp., 2005).
Okazalo sig, ze 1 w tym wypadku zidentyfikowano zmiany niemozliwe do
zidentyfikowania w badaniach klasycznych.

Array CGH zastosowany z cytometriag przeptywowa pozwolil w badaniach
Mentena na zidentyfikowanie 26 aberracji chromosomowych w 100 badanych
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kosmoéwkach (Menten i wsp., 2009). Oprécz trisomii autosomalnych, monosomii X i
triploidii, zidentyfikowano takze niezrownowazong translokacje odziedziczong od
rodzica nosiciela oraz dwie delecje terminalne. Nie zidentyfikowano natomiast zadnego
unikalnego CNV. Analiza zawiodla takze w przypadku translokacji zrownowazonej
odziedziczonej od rodzica nosiciela. Triploidi¢ rozpoznawano na podstawie zmian w
liczbie chromosomoéw pici.

W pracy Warren analiza array CGH powiodta si¢ w 86% badanych kosmoéwek,
przy czym 20% zmian stanowily male rearanzacje genomowe powstate de novo (pigc
duplikacji i jedna delecja) (Warren i wsp., 2009).

Pertile 1 wsp. (2012) analizowali metoda aray CGH ponad 2000 przypadkéw
niepowodzen cigzy (poronien samoistnych, martwych porodow oraz zespotow wad
wrodzonych u ptodu). Wyniki udato im si¢ u zyska¢ w 98% przypadkow, przy czym
najczestszymi aberracjami chromosomowymi w badanym materiale byly aneuploidie
(Pertile 1 wsp., 2012). Oprocz aberracji liczbowych wykryto takze takze zespoty
mikrodelecji/mikroduplikacji, takie jak: zespot Williamsa (7q11.23), duplikacje
7q11.23, zespdt Angelmana (15q11.2q13), zesp6t DiGeorga (22q11.21) i zespot Sotosa
(5935.2935.3). Ponadto w 4,1% przypadkow zidentyfikowano CNV o nieznanym jak
dotad znaczeniu klinicznym (Pertile i wsp. 2012).

W badaniach wilasnych zmiany o charakterze CNV zidentyfikowano w dwoch
kosméwkach, w obu przypadkach badaniami objeto takze rodzicow. W przypadku pary
MR i RR zidentyfikowano dwie zmiany w chromosomie pary 6 — delecje w 6p22.3 oraz
duplikacje w 6q23.3. Obie zmiany nalezg do unikalnych CNV o nieznanym jak dotad
znaczeniu klinicznym, a takze obie zostaly odziedziczone od matki w niezmienionej
postaci. W regionie 6p22.3 znajduje si¢ gen CDKALL, ktory ulegt czesciowej delecji.
Funkcja genu CDKALL1 jest niejasna, ale prawdopodobnie biatko, ktore koduje jest
enzymem modyfikujacym tRNA, ktora to modyfikacja zapobiega mylnemu tgczeniu si¢
tRNA z kodonem w mRNA (Wei 1 Tomizawa, 2011). Ekspresje tego genu
zaobserwowano w wyspach trzustkowych, migsniach szkieletowych i mozgu (Zeggini i
wsp., 2007). Dotychczas zaobserwowano zwigzek polimorfizmoéw typu SNP tego genu
z insulinoniezalezng cukrzyca typu 2 oraz chorobg wiencowa (Zeggini 1 wsp., 2007,
Scott i wsp., 2007, Saade i wsp., 2011). Zwigzek pomi¢dzy wariantami genu CDKAL1
znaleziono takze w przypadku choroby Lesniowskiego-Crohna (Umeno i wsp., 2011).
Badania prowadzone nad ekspresja genu CDKAL1 w wyspach trzustkowych na
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transgenicznych myszach pokazaty, ze produkt genu kontroluje pierwsza fazg
egzocytozy insuliny (Ohara-Imaizumi i wsp., 2010).

Jak dotad zidentyfikowano dwie mikrodelecje w regionie 6p22.3 obie zwigzane z
opOznieniem rozwojowym/intelektualnym i cechami dysmorfii u dziecka oraz u
dorostej kobiety, ale ani w jednym, ani w drugim przypadku nie obejmowaty regionu z
genem CDKAL1 (Bremer iwsp., 2009; Ansermet i wsp., 2010).

Jak dotychczas nie znaleziono zwigzku pomigdzy tym genem a niepowodzeniami
cigzy, ani ewentualnym wplywem na funkcje jajnikoéw (u pacjentki stwierdzono
zaburzenia sterydo- i folikulogenezy jajnikow). Jednakze ze wzglgdu na to, iz w
przypadku kobiet z PCOS, a wigc pacjentek z zaburzong gospodarka hormonalna,
znajduje si¢ podobne genetyczne uwarunkowania jak w przypadku pacjentow z
cukrzyca typu 2, Liu 1 wsp. poszukiwali zmian typu SNP migdzy innymi wilasnie w
genie CDKAL1 (Liu i wsp., 2010). Niestety takich polimorfizmow wskazujacych na
znaczenie tego genu w przypadku PCOS nie znalezli, co jednak do konca nie wyklucza
jego wptywu na gospodarke hormonalng jajnikéw (Liu 1 wsp., 2010). Poniewaz nie
przeprowadzono analizy molekularnej tego genu, jest mozliwe takze, ze delecja u matki
ujawnita recesywny charakter allelu ojcowskiego lub tez wplyneta na procesy
epigenetyczne. By¢ moze delecja u matki ma wptyw na funkcjonowanie organizmu, w
taki sposob, iz posrednio zwigksza takze ryzyko niepowodzen cigz, wigzac si¢
jednoczes$nie z innymi pozagenetycznymi czynnikami.

W regionie 6q23.3., ktory takze ulegl duplikacji nie stwierdzono natomiast
obecnosci zadnych gendw; prawdopodobnie ta duplikacja nalezy to tagodnych CNV.
Nie byto tez jak dotad Zadnych doniesien o mikroduplikacjach w tym regionie.

W przypadku drugiej pary KP i JP zidentyfikowano trzy zmiany o charakterze
CNV. Dwie z nich dotyczyly duplikacji w regionie 4pl16.3 i wystapily de novo,
natomiast trzecia zmiana dotyczyta delecji w regionie 5q14.3 1 zostata odziedziczona od
ojca. Obie zmiany to unikalne CNV o0 nieznanym znaczeniu klinicznym. Region
duplikacji 4p16.3 to region krytyczny dla zespotu Wolfa-Hirschhorna, ale zmiana
wystapila poza genami WHSC1 i WHSC2 i dotyczyla genéw FGFR3 i LETM1. Gen
FGFR3 koduje receptor czynnika wzrostu fibroblastow 3, a mutacje w tym genie sg
przyczyng wystepowania, miedzy innymi, dysplazji kostnych (achondroplazja,
dysplazja tanatoforyczna, hypochondroplazja), nowotworéow (rak szyjki macicy, rak

pecherza, rak jelita grubego), zespolow Crouzona i Muenkego. Gen LETM1 koduje
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biatko przezblonowe 1 =z motywem zamka leucynowego, wystepujace w
mitochondriach (wewngtrznej blonie mitochondrialnej). Zarowno gen FGFR3 jak i
LETM1 sa genami wrazliwymi na dawke. Niewiele jest doniesien dotyczacych
mikroduplikacji w tym regionie. Dotyczg one gléwnie identyfikacji zmian o charakterze
duplikacji u dzieci z opdznieniem rozwojowym, cechami dysmorfii i wadami
wrodzonymi, a w wigkszosci obejmujg przede wszystkim region krytyczny dla zespotu
Wolfa-Hirschhrona — geny WHSC 1 i 2 (Rosell6 i wsp., 2009; Hannes i wsp., 2010;
Carmany i Bawle, 2011). Tylko jedna praca dotyczy mikroduplikacji obejmujacej geny
FGFR3, LETM1 oraz TACC3 (Cyr 1 wsp., 2011). Cyr i wsp. (2011) opisali chtopca z
mikroduplikacja 1 cechami dysmorfii (migdzy innymi: wielkogtowie, nieregularna
pigmentacja teczoéwki, nisko osadzone uszy, krotka szyja) oraz opdZnieniem
rozwojowym, obejmujaca tylko trzy wyzej wymienione geny.

Z pewnos$cig mikroduplikacja tego regionu wpltywa na nieprawidlowy rozwoj
ptodowy. U badanych pacjentdw wystapity dwie utraty pdznych ciaz (20 t.c. i 16 t.c.),
przy czym w drugiej ciazy u ptodu wystapita przepuklina moézgowo-rdzeniowa, a by¢
moze takze inne zmiany morfologiczne, ktore nie zostaly odnotowane. Niestety brak
jest informacji o ewentualnych wadach towarzyszacych pierwszej cigzy. Dodatkowo,
stwierdzono takze wystgpowanie, odziedziczonej od ojca, delecji w regionie 15q14.3.
Region ten jest zwigzany z wystgpowaniem niepetnosprawnosci intelektualnej u
pacjentow z towarzyszaca epilepsja, ruchami stereotypowymi i wadami mozgu,
prawdopodobnie wynikajacej z delecji genu MEF2C (gen regulatorowy zaangazowany
w miogeneze) (Le Meur 1 wsp., 2010). W przypadku jednak tej pary region delecji nie
obejmuje wyzej wymienionego genu. Poniewaz badanie zostato przeprowadzono na
kosmowce z cigzy drugiej trudno ocenié, czy w pierwszej cigzy wystapity te same
zmiany. Niemniej jednak nie mozna wykluczy¢ wystgpowania mozaikowosci
gonadalnej u pacjentki, ktora tgcznie z odziedziczong od partnera mikrodelecjag moze
wplywaé na wystgpowanie niepowodzen cigzy 1 zwigkszaé ryzyko niepowodzen w
kolejnych cigzach.

Wisréd par z niepowodzeniami cigzy sg takie, ktére doswiadczaja poronienia raz,
ale tez takie, u ktérych do poronien dochodzi wielokrotnie. Pytanie, jakie nasuwa si¢ w
tym przypadku, dotyczy tego, czy mozliwe jest wystepowanie zmian typu CNV o
charkaterze patogennym w kazdej kolejnej cigzy? Tym samym mozna si¢ zastanawiac,

czy w przypadku par z niepowodzeniami cigzy wystgpowanie unikalnego CNV o
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nieznanym znaczeniu klinicznym jest skutkiem odziedziczenia go od rodzicow, czy tez
pojawia si¢ on jako nowa zmiana? Jesli wynik badania rodzicéw pokazuje, ze jest to
zmiana de novo, a u partnerow wystapito kilka poronien, to czy w kazdym przypadku
mozemy spodziewac si¢ znalezienia rearanzacji genomowej, czy tez w takim przypadku
czynniki genetyczne nakladaja si¢ z jeszcze innymi czynnikami pozagenetycznymi?
Czy jednak nalezy si¢ spodziewal, ze czgsciej zmiany te beda odziedziczone od
ktoregos rodzica? W przypadku tego typu badan wykrycie rearanzacji genomowej
zawsze powinno by¢ potwierdzane badaniami pary, szczegoélnie, jesli CNV nie byt
wcezesniej zidentyfikowany, a wigc jego charakter jest nieznany, a takze, jesli w jego
obszarze znajdujg si¢ geny.

Rajcan-Separovic i wsp. (2010) jako pierwsi przeprowadzili badania kosmowek
oraz badania rodzicow w celu identyfikacji rearanzacji genomowych u par z
poronieniami nawracajagcymi wychodzac z zatozenia, iz w ich przypadku zmiany te
powinny by¢ przede wszystkim odziedziczone, ale takze prowadzi¢ do uszkodzenia
waznych w rozwoju embrionalnym gendéw. Badanie 27 poronien pochodzacych od 22
par oraz badania 20 partnerow pozwolito na zidentyfikowanie 11 unikalnych CNV
odziedziczonych od rodzicow, z czego 2 o potencjalnym patogennym charakterze, ze
wzgledu na wystepujace w tych regionach geny (Rajcan-Separovic i wsp., 2010). Dwa z
nich TIMP2 i CTNNAS3 sa inhibitorami inwazji trofoblastu, ulegajacymi ekspresji w
tozysku, tylko z allelu matczynego, ktorych uszkodzenie moze wptywaé na

niepowodzenia cigzy (Rajcan-Separovic i wsp., 2010).

5.8. Mozaikowos¢

Wystepowanie w jednym organizmie linii komorkowych o réznym kariotypie,
czyli tak zwana mozaikowos¢ jest jednym z ciekawszych zjawisk cytogenetycznych.
Mozaikowo$¢ moze dotyczy¢ calego organizmu lub by¢ ograniczona tylko do
okreslonej tkanki. Jednym z typdéw mozaikowo$¢ jest tak zwana ograniczona
mozaikowosci tozyskowa (confined placental mosaicism). Zjawisko to znane jest od
1969 roku, kiedy to Ford opisal mozaikowa aneuploidi¢ tozyska myszy (Lebedev,
2011). Takze p6zniejsze badania materialu prowadzone przez Warburton i wsp. (1978)
oraz Kalousek i Dilla (1985) potwierdzity wystgpowanie mozaikowosci tozyskowe;j.

Mozaikowo$¢ tozyskowa dotyczy okoto 1-2% przypadkéw cigz (Kalousek. Lau ,

1992). Prowadzone przez innych autorow badania pokazaty, ze wystepowanie
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aneuploidii lub nawet triploidii moze by¢ ograniczone na kilka sposobdéw. Roznice
moga dotyczy¢ trzech struktur — warstwy cytotrofoblastycznej kosmowki, mezodermy
pozazarodkowe] kosmowki oraz samych tkanek ptodowych (Lebedev, 2011). Co
ciekawe, kompletna lub mozaikowa trisomia warstwy cytotrofoblastu nie musi wigzac
si¢ jednoczes$nie z trisomig mezodermy lub tkanek ptodowych oraz w odwrotnym
kierunku prawidlowy kariotyp cytotrofoblastu i mezodermy moze wystgpowad z
trisomig zarodkowa/ptodowg. Lebedev przedstawil, co najmniej siedem rdéznych
podtypdéw mozaikowosci tozyskowej, zgodnie z klasyfikacjg podang przez Vejerslev 1
Kalousek w 2000 roku (Lebedev, 2011).

Wbrew pozorom ograniczenie wystgpowanie aneuploidii tylko i wylacznie do
tkanek pozazarodkowych (cytotrofoblastu i mezodermy) przy prawidtowym kariotypie
ptodowym nie oznacza jednocze$nie, ze pozostaje to bez wplywu na rozwoj
zarodka/ptodu. Zgodnie z badaniami prowadzonymi prze Lestou i Kalousek szczegolnie
podtyp trzeci mozaikowosci tozyskowej (trisomia kompletna lub mozaikowa w
cytototrofoblascie 1 mezodermie przy prawidtowym kariotypie ptodowym) wplywa na
znaczace, wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrostu plodu i1 wysoka $miertelno$¢
ptodowa (Lestou 1 Kalousek, 1998).

W badaniach wiasnych gtéwng badang tkanka byla warstwa cytotofloblastyczna
kosméwki z/bez warstwy mezodermy pozazarodkowej. Nie prowadzono badan na
tkankach ptodowych. W siedmiu przypadkach zaobserwowano wystgpowanie dwodch
linii komorkowych — prawidtowych 1 nieprawidtowych w postaci mozaikowej. Trudno
oceni¢ na ile mozaikowo$¢ dotyczyla wylacznie tkanek pozaembrionalnych i czy
wigzata si¢ z prawidlowym/nieprawidlowym kariotypem plodowym, czy tez z
kontaminacja komorkami matczynymi. W dwodch przypadkach monosomii X
(kosméwka nr 116 i nr 120) mozaikowo$¢ mogta by¢ pozorna, poniewaz w obu
przypadkach material pozyskano z fragmentéw utrwalonych w parafinie, ktore czgsto
zawierajg takze komorki matczyne. Rownolegle prowadzone badania w Katedrze i1
Zaktadzie Genetyki Medycznej wspolnie z Kliniki Rozrodczosci UM w Poznaniu na
tkankach utrwalonych z poronien samoistnych pokazuja, ze nierzadko aneuploidii w
postaci mozaikowej towarzysza roznice w chromosomach pici, co swiadczy o wysokiej
kontaminacji takich utrwalonych fragmentéw materiatem matczynym. W przypadku
wystepowania réznic w chromosomach ptci XX/XY w kosméwce nr 23 badania

molekularne — MLPA i QF-PCR pokazaly, iz mamy do czynienia z czterema allelami, a
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przy braku informacji o cigzy blizniaczej mozemy zatozy¢, iz bylo to zwigzane z
kontaminacja materialem matczynym. W pozostatych przypadkach (kosméwki nr: 29,
42, 51, 54) wystepowanie nieprawidlowosci w postaci mozaikowej w cytotrofoblascie
nie wyklucza ich wplywu na wystapienie poronienia samoistnego.

Z pewno$cia wystepowanie mozaikowosci tozyskowej typu trzeciego mozna
podejrzewaé w przypadku kosmowki nr 131, badanej tylko metoda array CGH, w ktore;j
zidentyfikowano podwojng trisomi¢ chromosomu pary 16 1 19. Kosmoéwka pochodzita z
cigzy drugiej, w ktorej doszto do martwego porodu w 27 t.c, a ptod charakteryzowat si¢
symetryczng hipotrofig (wystepowalo takze bezwodzie). Poprzednia cigza tej pacjentki
takze zakonczyla si¢ urodzeniem martwego dziecka z hipotrofia plodowa i
matowodziem w 30 t.c. Zidentyfikowanie podwdjnej trisomii w przypadku tak
zaawansowanej cigzy, ktora wystepowataby nie tylko w tkankach tozyskowych, ale i
ptodowych jest mato prawdopodobne, a obraz kliniczny ptodu moze wskazywac na typ
trzeci mozaikowosci, co tlumaczyloby wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrostu oraz
$mier¢ plodu. Ten podtyp wiaze si¢ z wysokim ryzykiem wystgpowania mozaikowosci
gonadalnej lub tez blednego systemu kontroli podziatdéw mitotycznych we wczesnych
etapach rozwoju embrionalnego. Hipoteza ta wymagataby jednak dalszych badan
komorek plodowych oraz badan materialu z cigzy pierwszej. Niemniej jednak, w
przypadku tej pacjentki mozemy mowi¢ o zwigkszonym ryzyku wystapienia

niepowodzen w przysztosci.

5.9. Podsumowanie

W aspekcie przeprowadzonych badan mozna uzna¢, ze wspodtczesne poradnictwo,
opieka 1 diagnostyka dla par niepowodzeniami cigzy to proces wieloetapowy i
skomplikowany. Z pewnoscig diagnostyka genetyczna, zar6wno pary jak i
zarodka/ptodu stanowi bardzo wazny element tego procesu, szczegolnie przy
prognozowaniu przysztych zdarzen i ocenie ryzyka powtdrzenia si¢ niepowodzeniu lub
urodzenia dziecka uszkodzonego. Z pewnoscia takze, w §wietle wspolczesnej wiedzy na
temat wieloczynnikowego charakteru niepowodzen cigzy proces ten bedzie coraz
bardziej zindywidualizowany dla danej pary, adekwatny do jej historii Klinicznej. Z
pewnos$cig wsrod par z niepowodzeniami mozna wyrdzni¢ kilka podgrup, nie tylko w
oparciu o okres, w ktorym dochodzi do niepowodzenia (tydzien cigzy), ale takze

przebieg cigzy, dotychczasowe wyniki badan pary, rodowod rodziny, okres starania si¢
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o cigze, trudno$ci z uzyskaniem cigzy, stosowane metody wspomaganego rozrodu,
historie poprzednich cigz, takze tych zakonczonych urodzeniem zdrowego dziecka, stan
zdrowia i kondycje fizyczna partneréw.

Czynniki genetyczne maja bardzo duzy wplyw na przebieg cigzy, dlatego tez
badania genetyczne, nie tylko wsrod par z niepowodzeniami cigzy, ale takze badania
zarodka/ptodu powinny sta¢ si¢ podstawowym standardem diagnostycznym. Oprocz
identyfikowania aberracji chromosomowych, nowe techniki molekularne pozwalajg na
identyfikacje zupelnie nowych genow, ktorych uszkodzenie moze w istotny sposob
wptywaé¢ na prawidlowy rozwdj zarodkowy/ptodowy. Klasyczne techniki
cytogenetyczne nadal sa niezawodng metoda identyfikacji nosicieli wsérdéd par z
niepowodzeniami, ale co raz czeéciej wymagaja dodatkowych, bardzo szczegdtowych
badan molekularnych, ktore umozliwiajag wykrycie bardzo matych zmian genomowych.

W przypadku badania materiatu z poronienia techniki molekularne maja wyrazna
przewagg nad badaniami cytogenetycznymi, pozwalajac na izolacj¢ materialu z tkanek
niedzielgcych sig¢, utrwalonych, a takze daja mozliwo$¢ ponownej diagnostyki, jesli
istnieje podejrzenie wystapienia dotychczas nieznanej zmiany genetycznej. Badania
wlasne potwierdzilty wysoka skutecznos$¢ i specyficznos¢ badan takich jak: QF-PCR,
MLPA oraz array CGH. Odpowiednie wykorzystanie tych metod pozwala na szybkg i
skuteczng diagnostyke w wielu przypadkach. Idealng sytuacja bytaby $cista wspolpraca
ginekologow, genetykow, patomorfologow 1 diagnostow laboratoryjnych, co
umozliwiatoby pobranie wlasciwego materiatu do badan, ocen¢ ptodu pod katem
wystepowania zmian morfologicznych, dobrania odpowiedniego panelu badan w
oparciu o profil kliniczny pary i na koniec skuteczng diagnostyke i adekwatng porade
genetyczng. Metody molekularne powinny zosta¢ wdrozone w laboratoriach
diagnostycznych, tak, aby umozliwi¢ szybka i wlasciwa dla danej pary diagnostyke. Z
drugiej strony powinno si¢ umozliwi¢ pacjentom mozliwos¢ pobierania i ewentualnego
przechowywania materiatu z poronienia lub jego utrwalenia w taki sposob, aby mozna
byto tego typu badania wykonac.

Prawdopodobne podej$cie do badan wsrdd par z niepowodzeniami cigzy bedzie
si¢ zmienia¢. Dotychczasowy podzial niepowodzen ze wzgledu na etiologi¢, na
przyklad endokrynologiczng, genetyczng, czy immunologiczng moze straci¢ racj¢ bytu,
ze wzgledu na mozliwo$¢ jednoczesnego wystepowania kilku czynnikdéw ryzyka u
danej pary, ktore nie w dos¢, ze wzajemnie si¢ nie wykluczaja, to wregcz moga wynikaé
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jedne z drugich. Gleicher i wsp. (2011) postawili hipoteze o znaczacym wplywie chordb
autoimmunologicznych u kobiet z poronieniami samoistnymi na wystepowanie
aneuploidii ptodowej. Podobnie badanie polimorfizméw genetycznych nie wyklucza
istnienia innych zmian o charakterze aberracji chromosomowych, czy rearanzacji typu
CNV. Na przyktad Kim i wsp. (2011) znalezli zalezno$¢ mi¢dzy polimorfizmem genu
MTHFR 1 wystgpowaniem aneuploidii ptodowych. Slim i wsp. (2011) odkryli
powigzania pomigdzy wystepowaniem mutacji w genie NLRP7 1 triploidig ptodowa,
spowodowang dispermig. Bardzo prawdopodobne, ze szybki rozwdj i szerokie
zastosowanie metod opartych na mikromacierzach, takich jak aray CGH, ale tez
faczonych typu MLPA do mikromacierzy pozwolg na identyfikowanie wielu zmian
genetycznych oraz polimorfizméw potencjalnie zwigkszajacym ryzyko poronienia u
danej pary (Yan i wsp., 2011).

W chwili obecnej nie istnieja zadne zintegrowane testy przesiewowe w kierunki
jednoczesnej identyfikacji mutacji genowych w kluczowych dla procesu rozwojowego
genach. Z pewnoscig szybki postgp technologiczny oraz naukowy umozliwi poszerzenie
badan o testy molekularne, identyfikujace zmiany w tych regionach, ktére przyczyniaja
si¢ do wystegpowania nosicielstwa u rodzicéw 1 niepowodzen kolejnych cigz, ale takze
wskazujac geny, ktorych warianty mogg zwigkszac ryzyko niepowodzen kolejnych cigz.

Podsumowujac, przysztoscia dla par z niepowodzeniami cigzy i skutecznego
poradnictwa genetycznego s3 zintegrowane testy pozwalajace na analize wielu
aspektow genetycznych, mogacych przyczynia¢ si¢ do niepowodzen cigzy, oparte o
nowoczesne techniki molekularne. Dotychczasowe standardowe procedury nie
pozwalaja na znalezienie odpowiedzi dotyczacej etiologii niepowadzenia u wielu par,
stad powinno si¢ rozwazy¢ nowe podejscie do tego zagadnienia. Natomiast badanie
materialu z poronienia w kierunku aberracji chromosomowych powinno sta¢ si¢
standardem postepowania u par z niepowodzeniami cigzy 1 powinno by¢
przeprowadzane jako pierwsze badanie u pary i to niezaleznie od wykonania badania
kariotypu partneréw, a w miar¢ poznawania molekularnyego podtoza niepowodzen
cigzy, takze indywidualnie dobrane badanie molekularne poronionego zarodka/ptodu

oraz partnerow.
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6. WNIOSKI

1. W co najmniej 50% przypadkoéw poronien samoistnych przyczyna poronien
jest aberracja chromosomowa u zarodka/ptodu, przy czym najczestszymi
aberracjami sg trisomie chromosoméw autosomalnych, w tym trisomia
chromosomow pary 161 22.

2. Nosicielstwo aberracji chromosomowej u partnerow nie przesadza o tym, ze
to jedyna przyczyna poronien.

3. Metody molekularne, takie jak: FISH, QF-PCR, MLPA i array CGH
pozwalaja na efektywna i szybka diagnostyke genetycznych przyczyn
niepowodzen cigzy, a tym samym moga stanowi¢ samodzielny lub
kompleksowy test diagnostyczny materiatu z poronienia.

4. Metoda array CGH pozwala na zidentyfikowanie nie tylko najcze¢stszych
aberracji chromosomowych, ale takze nowych rearanzacji genomowych u
par z niepowodzeniami cigzy, ktéore moga si¢ wigza¢ z problemami
rozrodczymi tych par.

5. Geny FGFR3, LETM1 i CDKAL1 moga by¢ genami kandydujacymi, ktorych
mutacje maja zwigzek z niepowodzeniami cigzy.

6. Badanie genetyczne materialu z poronienia jest waznym i niejednokrotnie
rozstrzygajacym badaniem diagnostycznym u par z niepowodzeniami cigzy i
powinno sta¢ si¢ standardem w diagnostyce genetycznej u tej grupy
pacjentow. Diagnostyka genetyczna w tej grupie pacjentdw powinna by¢

szeroka i roznorodna.
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7. STRESZCZENIE

Celem prowadzonych badan bylo ustalenie rzeczywistej czestosci wystepowania
aberracji chromosomowych u zarodka/ptodu, jako przyczyny utraty cigzy i
identyfikacja wybranych chorob genetycznych samoistnie poronionego/obumartego
zarodka/ptodu. Projekt zaktadal zastosowanie metod biologii molekularnej, takich jak
MLPA, QF-PCR i FISH oraz techniki opartej na mikromacierzach DNA — array CGH.
Badania mialy stuzy¢ opracowaniu skutecznej strategii diagnostyki genetycznej w
przypadku par z niepowodzeniami cigzy.

Badania prowadzono na kosmowce pobranej od pacjentek z niepowodzeniami
ciazy, u ktorych mozliwe bylo pobranie kosméwki bezposrednio po poronieniu lub w
postaci utrwalonych w parafinie preparatow. Lacznie zebrano material od 138 kobiet,
przy czym w 5 przypadkach udato si¢ uzyska¢ kosmoéwki z dwoch kolejnych poronien,
co tacznie stanowito 143 kosméwki. W przypadku 8 kosméwek materiat pochodzit z
kosmowki utrwalonej, w pozostatych 135 przypadkach byta to kosméwka bezposrednio
pobrana po niepowodzeniu ciazy. W przypadku 122 kosmoéwek przeprowadzono
badania poréwnawcze metodami FISH, MLPA i QF-PCR w celu identyfikacji aberracji
chromosomowych. W przypadku 21 kosmoéwek badanie przeprowadzono tylko metoda
array CGH, w celu identyfikacji zmian zardwno o charakterze liczbowym,
strukturalnym, jak i submikroskopowych aberracji chromosomowych. Dodatkowo
metodag array CGH przebadano trzy kosmowki wybrane z grupy przebadanych
wczesniej 122 kosmowek.

Badania przeprowadzone réznymi metodami (FISH, QF-PCR, MLPA i array
CGH) pozwolily na zidentyfikowanie nieprawidlowosci genetycznych w67
kosmoéwkach ze 143 badanych, co stanowi 47% przypadkow. Byly to aberracje
chromosomowe o charakterze liczbowym i strukturalnym oraz submikroskopowe
rearanzacje genomowe typu delecji/duplikacji. Najczestszymi zmianami byt aberracje
liczbowe chromosoméw. Sposréod 67 nieprawidtowosci 51% stanowily trisomie
chromosomoéw autosomalnych (30 trisomii pojedynczych chromosoméw i 4 trisomie
wielokrotne), 18% monosomia chromosomu X (12 przypadkow), 15% triploidie (10
przypadkéw), 3% trisomie chromosomow pici (2 przypadki — XYY w Kariotypie

meskim 1 XXX w kariotypie zenskim), 3% monosomie chromosomu X z trisomig
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chromosomu autosomalnego (2 przypadki — monosomia X z trisomig 16 oraz
monosomia X z trisomig 18), 1% mozaika XX/XY (1 przypadek) oraz 9% aberracje
strukturalne  chromosoméw (6 przypadkow, w tym 2 o charakterze
submikroskopowym).

Zidentyfikowane aberracje strukturalne chromosoméw to: duplikacja 18q
(duplikacja catego dlugiego ramienia chromosomu pary 18), delecja 6q i duplikacja 9q,
delecja 6q 1 duplikacja 2p oraz dodatkowy chromosom markerowy pochodzacy z
krotkich ramion chromosomow akrocentrycznych 14 lub 22 — mar 14/22. Wszystkie 4
nierdwnowazone aberracje strukturalne zostaty odziedziczone od jednego z rodzicow —
nosicieli. Dodatkowo, dzigki badaniu array CGH udato si¢ zidentyfikowa¢ w dwoéch
przypadkach rearanzacji genomowo o charakterze delecji 1 duplikacji. Odkryte zmiany
nie byly wczeéniej scharakteryzowane. W pierwszym przypadku zidentyfikowano
delecj¢ w chromosomie pary 6 w regionie 6p22.3 oraz w tym samym chromosomie
duplikacje w regionie 6923.3. W regionie objetym delecjg znajduje si¢ gen CDKAL1 o
nieznanej funkcji, w regionie duplikacji nie ma genow kodujacych biatka. Analiza
mikromacierzowa rodzicow wykazata matczyne pochodzenie obu zmian — delecji i
duplikacji. Zmiany zostaty odziedziczone od matki w niezmienionej postaci. U ojca nie
zidentyfikowano zadnych zmian o charakterze tagodnym lub patogennym. W drugim
przypadku zidentyfikowano réwniez dwie zmiany: pierwsza o charakterze duplikacji w
regionie 4p16.3 oraz delecj¢ w chromosomie pary 5 -5q14. W regionie delecji nie ma
genow kodujacych biatka, natomiast w regionie duplikacji znajduja si¢ dwa geny
FGFR3 oraz LETM1. Dodatkowo wykonane badania metoda MLPA potwierdzily
duplikacje w genie FGFR3. Przeprowadzona analiza u obojga partneréw ujawnita
odziedziczenie delecji 5914.3 od ojca w niezmienionej postaci. U matki nie znaleziono
zadnych rearanzacji o charakterze patogennym lub tagodnym. Tym samym duplikacja
4p16.3 okazatg si¢ zmiang de novo.

W prowadzonych badaniach, na podstawie uzyskanych danych klinicznych, nie
zidentyfikowano chorob o charakterze jednogenowym, ktére moglyby by¢ przyczyna
niepowodzenia cigzy

DIla oceny skutecznos$ci, specyficznosci 1 czuto$ci stosowanych metod
porownano wyniki uzyskane metodami FISH, QF-PCR i MLPA P095 w przypadku
przebadanych 122 kosmowek. W przypadku metody FISH wynik udato si¢ uzyska¢ w
przypadku 119 kosmoéwek (98%), metody QF-PCR 118 kosmowek (97%), a MLPA
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P095 119 kosmowek (98%). W porownaniu do metody FISH czuto$¢ metod zardwno
QF-PCR jak i1 MLPA P095 wynosita 96%. Najwiecej nieprawidtowosci
chromosomowych  zidentyfikowano stosujgc metod¢ FISH, dzieki ktorej
zidentyfikowano 40% nieprawidtowosci (48 przypadkow). Metoda QF-PCR pozwolita
na wykrycie nieprawidlowosci w 37% badanych kosmoéowek (44 przypadki). W
przypadku zastosowania zestawu MLPA P095 nieprawidtowe wyniki uzyskano tylko w
24% kosmowek (28 przypadkoéw). W przypadku metody array CGH zastosowanej w
przypadku 24 kosmoéwek nieprawidlowe wyniki uzyskano w 54% przypadkow (13
kosmoéwek), byly to aberracje zaréwno o charakterze liczbowym jak i
submikroskopowych delecji/duplikacji.

Przeprowadzone badania potwierdzity, iz aberracje chromosomowe sg
przyczyng co najmniej 50% poronien samoistnych u zarodka/ptodu, przy czym
najwigkszy udzial maja zmiany liczbowe: monosomia chromosomu X, triploidia oraz
trisomie chromosomow pary 16 1 22. Uzyskane wyniki sg zgodne z danymi uzyskanymi
w badaniach innych populacji. Badania potwierdzity takze skuteczno$¢ wszystkich
stosowanych metod, ktore moga stanowi¢ podstawe algorytmu diagnostycznego w
przypadku par z niepowodzeniami cigzy. Badania dowiodly rowniez, zZe
submikroskopowe rearanzacje genomowe mogg by¢ zwigzane z niepowodzeniami
cigzy, zarbwno wczesnych (przed 12 tygodniem), jak i pdznych (po 12 tygodniu) oraz
jak istotne sg badania rodzicow w kierunku dziedziczenia zmian genomowych u
zarodka/ptodu. Zastosowanie nowoczesnych metod diagnostycznych, takich jak array
CGH pozwala na poszerzenie badan i1 uzupetnienie dotychczasowej wiedzy na temat

genetycznych przyczyn niepowodzen cigzy.
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8. SUMMARY

The aim of the study was to assess the actual frequency of chromosomal
aberrations in the embryo/fetus as a cause of pregnancy loss and identification of
selected genetic disorders of the spontaneously miscarried/dead embryo/fetus. The
project was determined to use methods of molecular biology, such as MLPA, QF-PCR
and FISH as well as DNA microarray-based technique — array CGH. The analyses were
used to develop effective strategy of genetic diagnostics for couples with pregnancy
failure.

The research carried out on chorionic villus sample and included females with
pregnancy failure in whom it was possible to collect chorion preserved directly after
miscarriage or in the form of paraffin-embedded placenta fragments. In total, material
was collected from 138 females, and in 5 of them it was possible to obtain chorions
from two subsequent miscarriages, which altogether resulted in 143 chorions. In the
case of 8 chorions, material was derived from preserved chorions, and in other 135
cases chorion was collected directly after pregnancy failure. Comparative analyses were
carried out for 122 chorions with the use of FISH, MLPA and QF-PCR methods to
identify chromosomal aberrations. In the case of 21 chorions, the material was analyzed
only with array CGH method in order to identify changes both in the number, structure
and submicroscopic chromosomal aberrations. In addition, array CGH was used to
examine three chorions selected from a group of previously analyzed 122 chorions.

Different methods were used (FISH, QF-PCR, MLPA and array CGH) to
identify genetic abnormalities in 67 chorions out of 143 examined ones, which accounts
for 47% of cases. They included chromosomal aberrations concerning the number,
structure and deletion/duplication submicroscopic genomic rearrangements. The most
frequent changes were numerical chromosomal aberrations. Among 67 abnormalities,
51% were trisomies of autosomal chromosomes (30 trisomies of single chromosomes
and 4 multiple trisomies), 18% — monosomy X (12 cases), 15% — triploidies (10 cases),
3% — sex chromosome trisomies (2 cases — XYY male karyotype and XXX female
karyotype), 3% — monosomies X with autosomal chromosome trisomy (2 cases —

monosomy X with trisomy 16 and monosomy X with trisomy 18), 1% — XX/XY mosaic
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(1 case) and 9% - structural chromosomal aberrations (6 cases, including 2
submicroscopic changes).

Identified structural chromosomal aberrations included: duplication 18q
(duplication of the long arm of chromosome 18), deletion 6g and duplication 9q,
deletion 6q and duplication 2p as well as additional marker chromosome deriving from
short arms of acrocentric chromosomes 14 or 22 — mar 14/22. All the 4 imbalanced
structural aberrations were inherited from one parent — the carrier. Additionally, owing
to array CGH, it was possible to identify deletion and duplication genomic
rearrangements in two cases. The discovered changes have not been previously
described by other authors. In the first case deletion in chromosome 6 involving the
6p22.3 region was identified as well as duplication in the same chromosome in the
6g23.3 region. The deletion region includes CDKALL1 gene, whose function is unknown,
the duplication region does not comprise protein-encoding genes. Microarray analysis
of parents showed that the both changes — deletion and duplication, are of maternal
origin. They were inherited from the mother in unaltered form. No benign or pathogenic
changes were found in the father. In the second case, also two changes were identified:
duplication in the 4p16.3 region and deletion in chromosome 5 -5g14. The deletion
region does not include protein-encoding genes, while the duplication region comprises
two genes: FGFR3 and LETM1. What is more, analyses carried out with the use of
MLPA method confirmed duplication in FGFR3 gene. The analysis of the both partners
revealed inheritance of deletion 5914.3 from the father in unaltered form. No
pathogenic or benign rearrangements were found in the mother. Thus duplication
4p16.3 turned out to be a de novo change.

No monogenic diseases which could have been the cause of pregnancy failure
were identified in the research on the basis of the obtained clinical data.

In order to asses the effectiveness, specificity and sensitivity of the used
methods, the results were compared, obtained with FISH, QF-PCR and MLPA P095 for
examined 122 chorions. In the case of FISH method, results were obtained for 119
chorions (98%), QF-PCR method produced results for 118 chorions (97%), while
MLPA P095 for 119 chorions (98%). When compared to FISH method, sensitivity of
both QF-PCR and MLPA P095 amounted to 96%. The greatest number of chromosomal
abnormalities was found with application of FISH, which identified 40% of
abnormalities (48 cases). QF-PCR method enabled to detect abnormalities in 37% of
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examined chorions (44 cases). In the case of using the MLPA PQ095 kit, abnormal results
were noted only in 24% of chorions (28 cases). Array CGH method was used for 24
chorions and gave abnormal results in 54% of cases (13 chorions), i.e. both numerical
aberrations and submicroscopic deletions/duplications.

The research confirmed that chromosomal aberrations account for at least 50%
of causes of pregnancy failure, and numerical changes are predominant: monosomy X,
triploidies and trisomies of chromosomes 16 and 22. The obtained results are in
accordance with data from researches on other populations. The research confirmed also
effectiveness of all the applied methods, which may be a basis of diagnostic algorithm
in the case of couples experiencing pregnancy failure. It also proved that
submicroscopic genomic rearrangements may be associated with failure of both early
(before the 12th week) and late (after the 12th week) pregnancy and demonstrated
significance of examination of parents for inheritance of genomic changes of the
embryo/fetus. Employment of modern diagnostic methods, such as array CGH, enables

to extend research on and broaden knowledge of genetic causes of pregnancy failure.
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