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1.  WSTEP

Badania wariantow sekwencji DNA odegraly ogromng role w genetyce
cztowieka, diagnostyce molekularnej choréb i w medycynie sadowej. Sa rowniez
szeroko wykorzystywane w badaniach zmian informacji genetycznej w nowotworach.
Rodzaje badanych wariantéw DNA bardzo zmienialy si¢ w ostatnich 25 latach. Obecnie
mozna je sklasyfikowaé¢ w pie¢ glownych klas: polimorfizm dlugosci fragmentow
restrykcyjnych - RFLP (ang. restriction fragment length polymorphism), polimorfizm
tandemowych powtérzen - VNTR (ang. variable number of tandem repeats),
polimorfizm krotkich powtorzen tandemowych zwanych rowniez mikrosatelitami - STR
(ang. short tandem repeats or microsatellite), polimorfizm pojedynczych nukleotydow -
SNP (ang. single nucleotide polymorphism) i warianty liczby kopii - CNV (ang. copy
number variation). W ostatnim czasie bardzo duzo uwagi poswieca si¢ badaniom CNV.
Szczegbdlnej wagi nabierajg badania CNV u bliznigt, poniewaz zmiana CNV moze
prowadzi¢ do zmian fenotypowych mimo jednozygotycznosci.

W diagnostyce prenatalnej cigz wieloptodowych bardzo wazne jest czy sg to
cigze dwukosmoéwkowe czy jednokosmowkowe oraz jednoowodniowe, natomiast
mniejsze znaczenie ma zygotyczno$¢. Wynika to ze wzrostu ryzyka $miertelnosci wraz
z poOzniejszym podzialem ptodow (8,9% dwukosmowkowe dwuowodniowe, 25%
jednokosmowkowe dwuowodniowe, 50-60% jednokosmoéwkowe jednoowodniowe).
Jednak informacja na temat zygotycznosci moze mie¢ znaczenie w przypadku
wystapienia koniecznos$ci leczenia noworodkow. Genetyka molekularna wniosta do
badan blizniat utatwienie okreslenia zygotycznosci oraz mozliwo$¢ wydania wyniku nie
budzacego watpliwosci. Badania poréwnawcze migdzy bliznigtami jedno- |
dwuzygotycznymi sg stosowane w ocenie idiopatogenezy zespotow chorobowych u
ptodéw i noworodkow.

Innym waznym aspektem badan DNA bliznigt sg badania mitochondrialnego
DNA, ktory charakteryzuje si¢ wysoka czestotliwos$ciag mutacji, 5-10 razy wigksza niz
jadrowy DNA, ktora wynika z braku biatek histonowych i niesprawnego mechanizmu
naprawiajacego uszkodzony DNA. Mutacjom podlega tylko cze¢$¢ mitochondriow, stad
w komorce wspotistniejag mitochondria typu dzikiego 1 zmutowanego (heteroplazmia) i
od ich proporcji zalezy ujawnienie si¢ mutacji w postaci choréb mitochondrialnych. Do

niedawna panowalto przekonanie, ze mitochondria dziedzicza si¢ wylacznie w linii
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zenskiej, poniewaz jedynym dawca genotypu mitochondrialnego jest w czasie
zaptodnienia matka i tylko corki mogg przenies¢ mtDNA do nastgpnego pokolenia.
Dzigki ubikwitynie, ktorg jest oznakowany plemnik wnikajacy do komorki jajowej
podczas zaptodnienia, mitochondria plemnika sg rozpoznawane i1 niszczone. W ten
sposob komorka broni si¢ przed mozliwoscig wystapienia heteroplazmii. W sytuacji, w
ktorej jeden z haplotypéw bylby obarczony mutacja, a jego replikacja przebiegataby
szybciej niz mtDNA prawidlowego, wowczas wadliwe mitochondria wystepowatyby w

komorce w przewazajacej liczbie, co obnizytoby wydajnos$¢ energetyczng komorki.

1.1.  Blizni¢ta w wierzeniach, w mitologii i Biblii

Narodziny bliznigt wzbudzaly zawsze wiele emocji. Najczesciej postrzegano je
jako cud natury, a w poczgciu bliznigt dopatrywano si¢ udzialu czynnika boskiego,
magicznego. Bliznigta zaciekawiaty, lecz réwniez budzily Igk i1 byly podstawa
przesadow. W niektorych spoleczenstwach pierwotnych, wsrod wielu plemion
afrykanskich, Aborygenow i1 Eskimosow, narodziny bliznigt uwazano za zly omen.
Strach przed kara bogéw, ktéra zwiastowaly, byt tak duzy, ze dzieci te zabijano.
Jednym z najgorszych przeklenstw bylo powiedzenie: ,,Aby$ zostala matkg bliznigt”.
Woystarczyto skierowa¢ dwa palce prawej reki w kierunku kobiety cigzarnej, by ja
przekla¢ (Malinowski i Koszada, 2003). Negatywny stosunek do bliznigt miat wiele
przyczyn, zwigzanych glownie z niewiedza i tajemniczoscig, ktora je otaczala.
Narodziny bliznigt odbiegaty od normy, przypominaty $wiat zwierzat, w ktorym cigze
mnogie nie nalezg do rzadkosci. Ponadto panowato przeswiadczenie, ze bliznigta maja
dwoch ojcow, tym samym oskarzano matke o zdradg. Natomiast u plemion Nomadow 1
Eskimosow zabijanie jednego z bliznigt byto podyktowane warunkami praktycznymi —
starano si¢ w ten sposob uchroni¢ matke przed konieczno$ciag wykarmienia dwojki
noworodkéw oraz wedrowania z nimi na duze odlegtosci, czgsto w ekstremalnych
warunkach.

Zainteresowanie bliznigtami znalazto odzwierciedlenie w mitologii i Biblii. W
wielu wierzeniach istniato przekonanie, Ze bliznigta obdarzone sg nadludzka moca (ryc.
1). Najwazniejsi bogowie starozytnego Egiptu, Ozyrys i Izyda, réwniez byli
bliznigtami. Zostali polaczeni wezlem malzenskim jeszcze w lonie matki. Na uwage

zastuguja réwniez czczone w mitologii staroindyjskej bliznigta Aswini, ktorym
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przypisywano moc leczenia chorych, w tym nieptodnych kobiet. Natomiast w mitologii
Celtow mozna znalez¢ tylko pojedyncza wzmiank¢ o narodzinach bliznigt. Bogini
Macha, ktéra byta brzemienna, zostata zmuszona do wzigcia udzialu w wyscigach w
dniu $wieta Emain Macha. Wygrata wyscig, ale padta martwa na mecie, wydajac na
swiat bliznigta. By¢ moze nalezy ta opowie$¢ traktowac jako przestroge dla kobiet

cigzarnych, dla ktorych nadmierny wysitek fizyczny moze mie¢ tragiczne skutki.

Ryec. 1. Blizni¢ta w mitologii i starozytnosci. )
1A. Kastor i Polluks. 1B. Wilczyca Kapitolinska - Romulus i Remus. Zrodto:
www.wikipedia.org.pl
Opisy bliznigt znajdujg si¢ rowniez w Starym Testamencie. Przedstawione opisy
sa tak zaskakujaco szczegotowe, ze mozna na ich podstawie rozpoznaé¢ obecno$¢ cigz
blizniaczych jednokosmoéwkowych jednoowodniowych wraz z towarzyszacymi im
powiktaniami: zespotem przetoczenia krwi miedzy ptodami i wypadnigeciem raczki
drugiego z ptodow przed czgs¢ przodujaca pierwszego (Malinowski i Koszada, 2003).
Obecnie cigze blizniacze nadal wzbudzaja duze =zainteresowanie wsrod
ginekologéow potoznikdéw oraz naukowcow zajmujacych sie biologig rozrodu, genetyka
kliniczng 1 genetyka molekularng, ktérzy maja nadziej¢, ze zrozumienie procesow
prowadzacych do rozwinigcia cigzy mnogiej doprowadzi do poznania wczesnych

etapow rozwoju cztowieka.

1.2.  Slynne blizni¢ta

Postacie biblijne
Jakub 1 Ezaw, synowie 1zaaka 1 Rebeki, byli bliznigtami 1 walczyli ze sobg juz w
tonie matki, co Jahwe objasnil jej stowami ,,Dwa narody sg w twym tonie, dwa odrgbne
ludy wyjda z twych wnetrzno$ci; jeden bedzie silniejszy od drugiego, starszy bedzie
3



WSTEP

stuga mtodszego” (Rdz 25,23). Biblia okresla Jakuba jako czlowieka spokojnego, a
Ezawa - jako zrecznego mysliwego. Ezaw byt faworyzowany przez ojca, a Jakub -
przez matke. Ezaw byt pierworodnym, jednak lekcewazyt ten przywilej i odstapil go
bratu za potrawe z gotowanej soczewicy. Réwniez ojcowskie blogostawienstwo Jakub
uzyskuje podstgpem od niedowidzacego ze starosci Izaaka. Z powodu gniewu brata byt
zmuszony udaé si¢ do Charanu, do brata swojej matki Labana, ktérego obie corki -
Rachele i Leg - poslubit (Ks. Rodzaju 25:20-26).
2Izaak mial czterdziesci lat, gdy wzigl sobie za Zong Rebeke, corke Betuela,
Aramejczyka z Paddan-Aram, siostre Labana Aramejczyka.
2 Izaak modlil sie do Pana za swq zZone, gdyz byla ona nieplodna. Pan wystuchal
go, i Rebeka, Zona Izaaka, stata si¢ brzemienna.
224 gdy walczyly z sobg dzieci w jej tonie, pomyslata: Jesli tak bywa, to czemu
mnie sig to przytrafia? Poszta wiec zapytaé o to Pana,
24 Pan Jjej powiedziat: Dwa narody sq w twym tonie, dwa odrebne ludy wyjdg z
twych wnetrznosci; jeden bedzie silniejszy od drugiego, starszy bedzie stugq
mtodszego.
#Kiedy nadszedl czas porodu, okazalo sie, ze w lonie jej byly bliznieta.
21 wyszedl pierwszy syn czerwony, caly pokryty owlosieniem, jakby plaszczem;
nazwano go wiec Ezaw.
28 Zaraz potem ukazat sie brat jego, trzymajgcy Ezawa za piete; dano mu przeto
imie Jakub. - Izaak miat lat szesc¢dziesigt, gdy mu sie oni urodzili.
Drugi opis porodu blizniat znajduje si¢ rowniez w Ksigdze Rodzaju i dotyczy Peresa i
Zeracha, potomkow Judy (Ks. Rodzaju 38:1-30).
274 gdy nadszedt czas jej porodu, okazato sig, zZe bedzie miata bliznieta.
28Kiedy zaczeta rodzié, [jedno z dzieci] wyciggnelo rqczke; potozna,
zawigzawszy na tej rqczce czerwong tasiemke, rzekta: Ten urodzi sig pierwszy.
2 yle cofneto ono rqczke i wyszedt z tona jego brat. Wtedy [potozna]
powiedziatla: Dlaczego przedartes sie przez to przejscie? Dano mu wiec imie
Peres.
30Ga’y po nim urodzit si¢ jego brat, na ktorego rgczce byta czerwona tasiemka,

nazwano go Zerach.
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Postacie mityczne

Kastor i Polluks, blizniacy z mitologii greckiej, ubostwieni herosi, Argonauci,
uczestnicy towow kalidonskich i amazonomachii, opiekunowie zeglarzy i1 zotnierzy.
Uchodzili za synéw boga Zeusa i Ledy, zony krola Sparty. Byli bra¢mi Heleny i
Klitajmestry, a takze Filonoe, Timandry i Febe. Jedna z wersji mitu podaje, ze krélowa
Leda oddata si¢ tej samej nocy Zeusowi, ktory uwiodt ja pod postacig tabedzia i
swojemu me¢zowi, krolowi Tyndareosowi. Stad za ojca Polluksa i Heleny uwazano
Zeusa, natomiast Kastora i Klitajmestry — meza Ledy. Kastor i Polluks porwali obie
corki krola Leukipposa, Fojbe 1 Hilajrg, narzeczone synow krola Afareusa — ldasa i
Linkeusa. Braci taczyla szczera braterska mito$¢. Po $mierci Kastora - Polluks w
odroznieniu od Kastora byt nieSmiertelny - Zeus obydwu przemienit w gwiazdozbior

nieba poéinocnego, aby na zawsze pozostali razem.

Starozytnos$¢

Romulus i Remus. Romulus wedtug legend byt zalozycielem Rzymu i jego
pierwszym wladcg. Prawdopodobnie zyt w VIII wieku p.n.e. (772-716). Wedlug
Rzymian Romulus byt synem boga Marsa. Jego matka - kaplanka bogini Westy
wywodzita si¢ z krélewskiego rodu, od Eneasza. Jej ojciec zostal pozbawiony tronu i
wraz z synem zamordowany przez brata. Remus, brat blizniak Romulusa zyt w latach
772-753. Wedtug rzymskich historykoéw bracia byli wnukami krdla miasta Alba Longa,
Numitora. Brat Numitora Amulius dokonat zamachu stanu, kréla wtracit do wigzienia, a
jego corce Rei Sylwii kazat zosta¢ westalkg i zy¢ w celibacie. Rea Sylwia zaszta jednak
w cigze i urodzita blizni¢ta, dwoch chlopcow, nazwanych Romulusem i Remusem,
ktorzy rzekomo byli dzieémi Marsa. Westalkom zakazane byly stosunki plciowe,
skazano ja na okrutng $mieré — zakopano zywcem. Amuliusz kazat dzieci utopi¢ w
rzece. Kat, ktory nie chciat zamordowa¢ niemowlat, wrzucit je do wody w koszyku. Ten
poptynat z pradem i utknat na mieliznie w jednej z zatoczek. Placz dzieci ustyszata
wilczyca, ktora zaczeta regularnie odwiedza¢ zatoczke, by karmi¢ dzieci wlasnym
mlekiem. Wilczyce wysledzil pasterz krolewski Faustulus, ktory znalazt koszyk z
dzie¢mi i wraz z zong Accg Laurentig zaopickowal si¢ nimi. Z tego wzgledu wilczyca
jest nieoficjalnym symbolem Rzymu. Najbardziej znany wizerunek to tzw. Wilczyca
Kapitolinska. Po osiagni¢ciu petnoletnosci Romulus i Remus zalozyli grod w miejscu,

w ktorym ongi wyrzucily ich fale Tybru. Romulus zostat krolem, a miasto swoje nazwat
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Roma, panowat dtuzszy czas i mial zosta¢ wzigty Zywcem do nieba, by sta¢ si¢ bogiem

Kwirynem (tac. Quirinus) (Augias, 2008).

Rodziny panujace

Mohammad Reza Pahlawi (ur. 26 pazdziernika 1919 w Teheranie, zm. 27 lipca
1980 w Kairze) — ostatni szachinszach Iranu, z dynastii Pahlawi, nastawiony
prozachodnio, inicjator glebokich reform spotecznych i gospodarczych w Iranie. Jego
siostra blizniaczka Ashraf Pahlavi jest najstarsza, zyjaca przedstawicielka dynastii. W
1979 r. zostal odsuniety od wladzy w wyniku rewolucji islamskiej i zmuszony do
ucieczki z kraju przez islamskich fundamentalistow pod wodza ajatollaha Chomeiniego
na fali olbrzymiego nieczadowolenia, spowodowanego uciskiem i biedg, a takze
nieznajdujacym spotecznego poparcia zblizeniem Iranu z Zachodem i odej$ciem od
korzeni $wiata islamu. W Iranie proklamowano wowczas republike islamska.

Mohammad Reza Pahlawi nie wrocit juz do Iranu, zmart na emigracji w Egipcie.

Aktorzy

Mary-Kate i Ashley Fuller Olsen (ur. 13 czerwca 1986 w Sherman Oaks) —
amerykanskie aktorki; siostry-blizniaczki, okre§lane mianem ,najbardziej znanych
siostr Swiata”. Zagraty gtowne 1 epizodyczne role w ponad piecdziesigciu filmach,
serialach 1 programach telewizyjnych. Kilkakrotnie uczestniczyly w galach MTV.
Mary-Kate Olsen zostata nominowana do nagrody Emmy za rol¢ w serialu ,,Jak dwie
krople wody”. Ich kariera rozpoczgta si¢ w wieku trzech miesiecy, kiedy gralty w
reklamach. Nastepnie, w wicku dziewigciu miesigcy, pojawity si¢ na planie serialu
»Pelna chata”, w ktérym graly na zmiang¢ role Michelle Tanner, najmtodszej corki
glownego bohatera, wdowca Danny’ego Tannera. Serial emitowata stacja ABC przez
osiem lat. Pierwszym filmem bliZzniaczek, ktory wszedl na ekrany kin, byt ,,Czy to ty,
czy to ja?”. W 2004 r. do dystrybucji wyszedt ich pierwszy od wielu lat film kinowy —
mtodziezowa komedia ,,Nowy Jork, nowa mito$¢”.

W wieku dziewigciu lat stynne siostry zatozyly firm¢ Dualstar, ktora produkuje

filmy 1 gadzety. Dzigki temu staly si¢ naymtodszymi producentkami w historii kina.

Stynni biznesmeni

Jednozygotyczni blizniacy Frederick oraz David Barclay naleza do pierwszej 20
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najbogatszych ludzi na Wyspach Brytyjskich. Naleza do nich m.in. gazety The
Scotsman oraz Business. Ponadto maja tez sie¢ supermarketow Littlewood Stores oraz
stynne hotele Ritz. Laczng warto$¢ ich majatku szacuje si¢ na ok. 4 mld funtow.
Ekscentryczni miliarderzy - bliznig¢ta David i Frederick Barclay - wycofali swojg oferte
kupna brytyjskiego dziennika Daily Telegraph, ale to nie koniec walki, a skutek decyzji
amerykanskiego sadu, ktory zakazal milionerowi Conradowi Blackowi sprzedazy
wickszosciowych udziatow w firmie Hollinger, do ktorej nalezy tytul. Bracia,
uniewaznili réwniez swoje porozumienie dotyczace wykupu zadluzenia firmy
Hollinger, wydajacej rowniez takie tytuly jak np. The Spectator, Chicago Sun-Times
czy Jerusalem Post.

Politycy

Lech Aleksander Kaczynski i Jarostaw Aleksander Kaczynski (ur. 18 czerwca
1949 w Warszawie na Zoliborzu). Ojciec, Rajmund Kaczynski, z zawodu inzynier, byt
zolierzem Armii Krajowej i uczestnikiem powstania warszawskiego. Matka, Jadwiga z
domu Jasiewicz, z wyksztatcenia bylta filologiem polskim (zawodowo zwigzana z IBL
PAN). Przy ich porodzie asystowata jako potozna matka poety Tadeusza Gajcego. W
1962 r. bracia zagrali role Jacka (Lech Kaczynski) i Placka (Jarostaw Kaczynski) w
ekranizacji powiesci Kornela Makuszynskiego ,,O dwoch takich, co ukradli ksi¢zyc” w
rezyserii Jana Batorego. Lech Kaczyfski (zm. 10 kwietnia 2010 r. w Smolefisku) byt
politykiem i prawnikiem, Prezydentem Rzeczypospolitej Polskiej w latach 2005-2010.
Weczesniej petnit urzad Prezesa Najwyzszej Izby Kontroli w latach 1992-1995, ministra
sprawiedliwosci i prokuratora generalnego w rzadzie Jerzego Buzka w latach 2000-
2001, byt prezydentem Warszawy w latach 2002-2005. Wspotzatozyciel partii Prawo i
Sprawiedliwos$¢ 1 jej pierwszy prezes, senator I kadencji oraz poset na Sejm I i IV
kadencji. Byl doktorem habilitowanym nauk prawnych, profesorem nadzwyczajnym
UKSW i UG, specjalista w zakresie prawa pracy. Zginal w katastrofie rzadowego
samolotu Tu-154.

Jarostaw Aleksander Kaczynski — polityk, doktor nauk prawnych, tworca i
prezes partii politycznych Porozumienie Centrum oraz Prawo i Sprawiedliwosc¢, senator
I kadencji, poset na Sejm 1, III, IV, V, VI i VII kadencji. Od lipca 2006 do listopada
2007 r. prezes Rady Ministrow. Kandydat na urzad Prezydenta RP w przedterminowych
wyborach prezydenckich w 2010 r.
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Przestgpcy

Albert Ebenezer Fox (1857 - 20 maja 1937) i Ebenezer Albert Fox (1857 - 2
pazdziernika 1926) byli niestawnymi klusownikami, ktorzy zyli w Stevenage na
przetomie XIX i XX wieku. Sg rowniez znani jako Twin Foxes. Urodzili si¢ jako
bliznigta jednozygotyczne w 1857 r. w Symonds Green i uzyskali imiona na czes¢
kaplicy Ebenezera kosciota baptyjskiego na Albert Street. Ich matka, Charlotte Fox,
zajmowata si¢ wyplataniem ze stomy, a ojciec uprawiat 10 akréw ziemi. Pomimo
szacownego wychowania, blizniacy byli zainteresowani przestgpstwem. Poniewaz na
ktusowanie nigdy nie chodzili razem, stad tatwiej bylo im ucieka¢ i1 dostarczaé
wzajemnie alibi. Pomimo tego spedzili troche czasu w wiegzieniu, gdzie zainteresowat
si¢ nimi Sir Edward Henry, ktory badat bliznigta, aby udowodni¢, ze kazda osoba moze
by¢ zidentyfikowana przez odciski palcow. Ich zbrodnie byly naglasniane w kraju i
zagranicg. Obaj blizniacy umarli w Chalkdell House, Hitchin. Ebenezer zmart 2
pazdziernika 1926 r., w wieku 68 lat, a Albert zmart 20 maja 1937 r., w wieku 79 lat. W
1953 r. zostat otwarty Twin Foxes Public House w Stevenage. W 1998 r. w Stevenage
powstato osiedle w Woolmer Green, nazwane Twin Foxes dla uczczenia Alberta i
Ebenezera Fox. Popiersia obu m¢zczyzn umieszczono na szczycie filarow przy wejsciu

do osiedla.

Modelki

Gisele Caroline Biindchen (ur. 20 lipca 1980 w Horizontina w Rio Grande do
Sul w Brazylii) to brazylijska modelka wspotpracujaca z projektantami, fotografami i
magazynami poswigconymi modzie. Gisele przyszta na $wiat w potudniowo-
brazylijskiej Horizontinie. Jej rodzice, Valdir 1 Vania, maja niemieckie korzenie. Gisele
ma szes$¢ sidstr, w tym jedna blizniaczke Patrici¢ (mlodsza od Gisele o pig¢ minut).
Poczatkowo Gisele chciala zosta¢ zawodowa siatkarka w barwach brazylijskiej druzyny
Sogipa. W czasach szkolnych znana byta pod wieloma przydomkami okreslajacymi jej
wyjatkowo szczuple ksztatty. Wedle znanej anegdoty na temat odkrycia przyszlej
gwiazdy $wiatowych wybiegow, 14-letnia Gisele zostata wypatrzona przez pracownika
agencji mody podczas positku w miejscowym McDonaldsie. Zostata okrzyknigta
najstawniejsza 1 najlepiej optacang modelka na Swiecie. Obecnie jest rzeczniczka ponad
dwudziestu $§wiatowych marek, m.in.: w Stanach Zjednoczonych, Brazylii, Meksyku,

Niemczech, Wtoszech, Francji, Korei, Turcji i Szwajcarii. Wspotpracowata z takimi
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markami, projektantami i fotografami jak: Balenciaga, Christian Dior, Dolce &
Gabbana, Missoni, Versace, Céline, Givenchy, Bulgari, Lanvin, Guerlain, Ralph
Lauren, Polo Jeans, Victoria's Secret, Earl Jeans, Mario Testino, Steven Meisel, Nick
Knight, Steven Klein, Craig McDean, Michael Thompson, Mert & Marcus, Inez &
Vinoodth, Alex Cayley, Solve Sundsbo, Regan Cameron, Phil Poynter, Corrine Day,
Gilles Bensimon, Patrick Demachelier.

Sportowcy

Bliznietami sg pitkarze Marcin i Michat Zewlakow (ur. 22 kwietnia 1976 w
Warszawie). Marcin Zewlakow — grajacy na pozycji napastnika, reprezentant Polski,
zawodnik Korony Kielce. Karier¢ rozpoczynat w zespole Drukarza Warszawa.
Nastepnie wystepowal w Marymoncie Warszawa, Polonii Warszawa, Hutniku
Warszawa, SK Beveren i Excelsiorze Mouscron. Na zasadzie wypozyczenia zasilit FCV
Dender EH, a w 2008 r. przenidst si¢ do cypryjskiego APOEL-u Nikozja. Z cypryjskim
zespotem wystapit w Lidze Mistrzéw. W 2010 r przeniost si¢ do GKS Belchatow, a
nastepnie przeszedt do Korony Kielce. Brat udziat w Mistrzostwach Swiata 2002, gdzie
strzelil bramke zespolowi Stanow Zjednoczonych.

Brat blizniak Michal — obronca Legii Warszawa, byly reprezentant Polski. Od
czerwca 2011 r. zawodnik Legii Warszawa. W 2010 r., w meczu z Ekwadorem, po raz
101 wystapil w druzynie narodowej. Tym samym pobit nalezacy do Grzegorza Laty

rekord wystgpoOw w reprezentaciji.

Muzycy

Amerykanski piosenkarz i aktor Elvis Aaron Presley (ur. 8 stycznia 1935 w
Tupelo, zm. 16 sierpnia 1977 w Memphis) miat brata blizniaka. Cz¢sto nazywany
Krélem rock'n'rolla lub po prostu, Krolem. Elvis Presley byt prekursorem rock and
rolla i znaczacg postacig w kulturze masowej XX wieku. Sprzedat ponad miliard plyt na
calym $wiecie — najwigcej w dziejach muzyki. Zostal okreslony przez magazyn
Billboard najlepszym artysta lat pigcdziesigtych XX wieku. Po $mierci zostat
pozegnany przez prezydenta USA Jimmy'ego Cartera slowami: ,Jego muzyka, jego
osobowo$¢ zmienity oblicze amerykanskiej kultury. Elvis Presley byl symbolem

buntowniczego ducha naszego narodu”. W 1986 r. zostal wprowadzony do Rock and
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Roll Hall of Fame. Trzydziesci pig¢ minut przed jego urodzeniem urodzit si¢ martwy

jego brat blizniak Jesse Garon Presley.

Lekarze
Stewart i Cyril Marcus byli blizniakami, ginekologami, ktorzy praktykowali i
mieszkali razem w Nowym Jorku. 19 lipca 1975 r., zostali znalezieni martwi w swoim
mieszkaniu na Manhattanie 450 East 63rd Street z powodu uzaleznienia od
barbituranow. Mieszkanie braci Marcus oraz okoliczno$ci ich $mierci sg przedmiotem
artykutu w kolekcji esejow Rona Rosenbauma, The Secret Parts of Fortune. Rezyser

David Cronenberg przygotowat w 1988 r. film Dead Ringers o ich upadku i $mierci.

W niniejszym rozdziale wymieniono tylko 12 par bliznigt z r6znych okresow
historii, kultur i §rodowisk. W pismiennictwie naukowym, literaturze i mediach mozna
znalez¢ setki stynnych bliznigt, celem byto wskazanie, ze spotykani sg na co dzien i
czesto przebijaja sie do waskiej grupy najbardziej rozpoznawanych oséb na Swiecie,

reprezentujac rézne grupy spoteczne i zawodowe.

1.3. Cigza wieloplodowa

Cigza wieloptodowa, cigza mnoga (graviditas multiplex, multifetalis) oznacza
jednoczesny rozw6j w jamie macicy dwoch lub wigcej ptodow. W zaleznos$ci od liczby
rozwijajacych si¢ plodow wyrdznia si¢ cigz¢ blizniacza (graviditas gemellaris,
bigeminalis),  trojaczag  (graviditas  trigeminalis), = czworacza  (graviditas
quadrigeminalis), piecioracza (graviditas quintigeminalis) itd., a urodzone z nich
noworodki nazywane sa: bliznictami (gemelli), trojaczkami (trigemi), czworaczkami
(quadrigemi), pigcioraczkami (quintigemi) (Malinowski i Bozitow, 2003). Jest
wynikiem implantacji kilku zarodkéw powstalych w wyniku jednoczesnej owulacji
wielu pecherzykéw jajnikowych (cigze mnogie rdzne zygotycznie) lub w wyniku
podziatu jednego zarodka na zarodki potomne (cigze mnogie jednozygotyczne). W
wyniku cigzy trojaczej lub z wigksza liczbg dzieci, mozna spodziewaé pojawienia si¢
dzieci jednozygotycznych, jak roéwniez dwuzygotycznych. Cigze mnogie
polizygotyczne wystepuja znacznie czeSciej podczas hormonalnego leczenia

bezptodnosci, najczesciej do zaplodnienia dochodzi w trakcie jednego stosunku
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ptciowego. W niektorych przypadkach moze doj$s¢ do zaplodnienia na skutek kilku
oddzielnych stosunkéw piciowych (tzw. nadptodnienie — tac. superfecundatio), co
umozliwia urodzenie z jednej cigzy dwoch lub wigkszej liczby dzieci posiadajacych
osobnych ojcoéw. Innym, teoretycznym typem cigzy polizygotycznej jest dodatkowe
zajécie w cigz¢ podczas cigzy (lac. superfetatio) w nastgpstwie kolejnej owulacji.
Przyjmuje si¢ jednak, ze domniemane przypadki dodatkowego zaptodnienia wynikaja z
nierownomiernego wzrostu ptodow pochodzacych z zaptodnienia w tym samym okresie
(Malinowski, 2011a).

Ciaze wieloptodowe pojawiaja si¢ samoistnie u czlowieka z czgstoscia 1,05% -
1,35%. Szczegodlnie czgsto rodzg si¢ bliznieta - raz na 80 porodow, co oznacza, ze jeden
na 40 noworodkow jest blizniakiem. Przyjmuje si¢, ze cigze blizniacze stanowia
poczatkowo do 75% wszystkich cigz, przy czym donoszone zostaje tylko 5%, pozostate
cigze koncza si¢ jako cigze pojedyncze (Stomski i wsp., 2003b). Cigze jednozygotyczne
wystepuja w populacji z czestoscia 0,3-0,4%. Czestos¢ wystgpowania spontanicznych
cigzy roéznozygotycznych uzalezniona jest od szeregu czynnikoéw takich jak wiek matki
1 jej przynaleznos$¢ etniczna. Cigza wieloptlodowa jednozygotyczna charakteryzuje si¢
stabilno$cig wystepowania. Wystepuje na catym $wiecie ze wzglednie stata czestoscia,
tak wigc stosunek bliznigt jednozygotycznych do dwuzygotycznych znaczaco zmienia
si¢ w réznych czesciach $wiata. Liczni autorzy dowodza, ze czestos¢ spontanicznie
wystepujacych cigz mnogich stanowi wiarygodny wspotczynnik plodnosci danej
populacji. Czesto$¢ narodzin bliznigt na 1000 zywych urodzen wynosi 6 w Azji, 10-20
w Europie i USA oraz prawie 40 w Afryce. W Japonii jeden na 250 noworodkéw jest
blizniakiem, natomiast w Nigerii jeden na 11. Jednak w populacji Afroamerykanow
tylko 26 na 1000 noworodkow to bliznigta, co thumaczy si¢ wptywem lokalizacji
geograficznej oraz domieszkg genow rodzimych populacji amerykanskich (Hall, 2003).
Obecny poziom wiedzy medycznej pozwala na rozwigzanie wielu problemow
zwigzanych z rozwojem cigz wieloptodowych, jednak etiologia ich powstawania w
wielu punktach pozostaje nadal w sferze domystow i stanowi jedno z bardziej
interesujacych zagadnien w etiologii rozrodu czlowieka. Czgsto$¢ wystgpowania
spontanicznych cigz mnogich w ostatnich latach maleje.

Mimo ze bliznigta stanowig najczgstsze przypadki cigz wieloptodowych,
pojawiaja si¢ coraz czgsciej przypadki cigz z wieloma ptodami, co ma réwniez zwigzek

ze wspomaganym rozrodem. Pierwszy znany przypadek narodzin o$mioraczkéw
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pochodzi z 1998 r., kiedy to w nigeryjskiej rodzinie Chukwu w Teksasie urodzito si¢
o$mioro dzieci, przy czym jedno zmarlo w pierwszym tygodniu, a pigcioro
dziewczynek i dwoch chlopcow rozwija si¢ prawidtowo. Najwiecej emocji wzbudzity
jednak narodziny o$mioraczkéw Suleman w 2009 r. w Bellflower (Kalifornia), w
wyniku sztucznego zaptodnienia nasieniem dawcy. Nadya Suleman jest matka jeszcze
sze$ciorga dzieci, w tym jednej pary blizniat, wszystkie dzieci zostaly takze urodzone w
wyniku sztucznego zaptodnienia nasieniem tego samego dawcy. Sprawa Suleman
zwigzana byla z pojawieniem si¢ kontrowersji dotyczacych stosowania technik
wspomaganego rozrodu u kobiety niezameznej z wykorzystaniem nasienia dawcy,
wieku kobiety, liczby wprowadzonych zarodkow, hospitalizacji dzieci, jak rowniez
pokrywania kosztow takich zabiegow u osoby utrzymujacej si¢ z zasitku (Rosenthal,
2010; Ory, 2010). W zwigzku z nagtosnieniem sprawy lekarz przeprowadzajacy zabieg
sztucznego zaplodnienia u pani Suleman Michael Kamrava zostal pozbawiony prawa

wykonywania zawodu przez Medical Board of California, z dniem 1 lipca 2011 r.

1.3.1. Ciaza blizniacza dwuzygotyczna

Najczesciej wystepujaca postacia cigzy wieloptodowej u czltowieka jest cigza
blizniacza dwuzygotyczna (graviditas gemellaris dizygotici s. biovulares), nast¢pstwo
poliowulacji, czyli jednoczesnego uwolnienia co najmniej dwoch komoérek jajowych z
osobnych pecherzykow Graafa. W wyniku zaptodnienia dwoch komorek jajowych
przez dwa plemniki powstaja dwa oddzielne, rozne genetycznie zarodki. Rozwijajace
si¢ ptody, tej samej albo odmiennej pici, nazywane sg blizniakami dwuzygotycznymi
lub dwujajowymi (gemini dizygotici s. biovulares). Bliznigta dwuzygotyczne posiadaja
50% wspolnych cech genetycznych, podobienstwo genetyczne migdzy nimi jest wigc na
takim samym poziomie jak miedzy rodzenstwem posiadajagcym obu wspolnych
rodzicow. Bliznigta dwuzygotyczne zawsze Mmaja odrgbng kosmowke i owodnig.
Wystgpowanie ciazy blizniaczej dwuzygotycznej mozna wykry¢ prenatalnie w
badaniach ultrasonograficznych tylko wowczas, gdy bliZznigta r6znig si¢ ptcig. W innym
przypadku konieczne jest poOzniejsze wykonanie oznaczen grup krwi, badan
cytogenetycznych, typowania antygenow HLA czy analizy DNA (Malinowski i
Koszada, 2003).
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Ciaze blizniacze dwuzygotyczne stanowig okoto 70% wszystkich cigz
blizniaczych. Czegsto$¢ narodzin bliznigt dwuzygotycznych jest réozna w roéznych
populacjach (Ananth i Chauhan, 2012). W ostatnim stuleciu w krajach rozwinietych
obserwowano powolny spadek liczby narodzin bliznigt, ktéry tlumaczono
zmniejszajacym si¢ wiekiem matki i narastajaca urbanizacjg. Natomiast w latach 80-
tych XX wieku czestos¢ narodzin bliznigt dwuzygotycznych gwattownie wzrosta. Za
przyczyng notowanego wzrostu uwaza si¢ czeste leczenie nieptodnosci $rodkami
hormonalnymi oraz wprowadzenie techniki zaptodnienia in vitro. W Wielkiej Brytanii
czestos¢ cigz wieloptodowych wzrosta z 10,7 na 1000 w 1985 r., poprzez 14,4 na 1000
w 1997 r., do 16,3 na 1000 w 2009 r. Wedlug badan szwedzkich za to zjawisko w 1/3
odpowiada rozwoj technologii wspomagania rozrodu, w 1/3 indukcja owulacji i rowniez
w 1/3 wzrost odsetka kobiet powyzej 35 r. zycia w okresie porodu. Podobnie rzecz si¢
miata w Polsce, gdzie w latach powojennych do 1979 r. liczba porodéw blizniaczych na
1000 porodow ogotem malata od 12,15 w latach 1949-1954 do 8,1 w latach 1975-1979.
Pozniej liczba ta zaczgta rosng¢ osiggajac dwa zblizone wielko$cig szczyty w calej
populacji w latach 1986 1 1991. Trzeba podkresli¢, ze w Polsce nasilajacy si¢ wptyw
hormonalnego leczenia nieptodnosci i zaptodnien pozaustrojowych nie zawazyl na
czestosci narodzin blizniat, lecz zaznaczyt si¢ w zwigkszajacej si¢ systematycznie w
coraz wigkszym tempie liczbie urodzen trojaczych i ponadtrojaczych (Stomski i wsp.,
2003b; Sawicki i Sawicka, 2003).

Koniecznym warunkiem do wystapienia cigzy blizniaczej dwuzygotycznej jest
poliowulacja, zjawisko rzadko spotykane u czlowieka jednak czgsto wystepujace u
wiekszosci zwierzat, zwigzane ze wzrostem stg¢zenia hormondéw gonadotropowych w
surowicy krwi kobiety. Poziom hormonéw zalezy od wielu czynnikoéw m.in. od
przynalezno$ci rasowej matki (rasa biata), wieku matki (powyzej 35 roku zycia), jej
wzrostu i masy ciala, przesztosci potozniczej (wyzsza liczba poprzednich cigz) a nawet
pory roku, w ktérej cigza zostala poczeta. Uwaza si¢, ze czesto$¢ poczgcia cigz
blizniaczych dwuzygotycznych jest proporcjonalna do naswietlenia, poniewaz W
poinocnej czesci Finlandii i w Japonii obserwuje si¢ wzrost liczby poczg¢ bliznigt w
miesigcach letnich. Poliowulacja moze rowniez zosta¢ wzbudzona poprzez podanie
preparatow stosowanych w leczeniu nieptodno$ci, takich jak gonadotropiny czy
klomifen. Odsetek cigz wieloptodowych po zastosowaniu gonadotropin wynosi od 17%

do 40%, natomiast po zastosowaniu klomifenu od 8% do 10%. Obserwowane rdznice
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moga wynika¢ z czestosci strat ptodow w cigzach wieloptodowych powstatych w
wyniku egzogennej stymulacji owulacji, ktora dla klomifenu siega 64% a nie jest
obserwowana w przypadku stosowania gonadotropin. Cigze dwuzygotyczne czgstsze sg
u kobiet zachodzacych w cigze krotko po odstawieniu doustnych $rodkow
antykoncepcyjnych, po okresie laktacji oraz po terapii wtornego braku miesigczki w
przebiegu jadtowstretu psychicznego (anorexia nervosa) (Hall, 2003; Malinowski i
Bozitow, 2003).

Poza powyzej opisanym mechanizmem powstawania bliznigt dwuzygotycznych
rozwaza si¢ rowniez mozliwo$¢ istnienia innych mechanizméw prowadzacych do
rozwoju cigzy blizniaczej dwuzygotycznej. Jednym z nich jest zaplodnienie przez dwa
plemniki dwoch komorek jajowych, ktore rozwingty si¢ w tym samym oocycie i zostaly
jednoczesnie uwolnione. Za prawdopodobienstwem tej teorii przemawiajg liczne
dwujajowe pecherzyki Graafa znajdywane w aspiratach z jajnikow pobranych do
zaptodnienia in vitro. Stanowi ona rowniez, przynajmniej teoretycznie, wythumaczenie
dla zaskakujacych i trudnych do interpretacji nieprawidlowosci rozwojowych u ptodow,
takich jak: chimery obejmujace wszystkie komorki ciata oraz zro$nigte ze sobg bliznigta
réznej ptci. Kolejng grupe teoretycznie mozliwych wyjasnienh mechanizmu powstawania
cigz blizniaczych stanowia cigze blizniacze jednojajowe dwuplemnikowe. Wsrod nich
wymienia si¢ przypadki, w ktorych pojedyncza komorka jajowa lub komoérka jajowa i
jej I'lub II ciatko kierunkowe ulegajg zaptodnieniu dwoma plemnikami (ang. polar body
twinning). Udokumentowano jednak tylko jeden przypadek tego typu etiologii cigzy
blizniaczej. Kolejnym  mechanizmem jest zjawisko nadplodnienia  (ang.
superfecundation), ktore polega na dodatkowym zaptodnieniu drugiej komorki jajowe;,
uwolnionej w tym samym cyklu ptciowym. Do zaptodnienia dochodzi przez plemniki
pochodzace z réznych stosunkow piciowych, odbytych w krotkim odstepie czasu po
sobie, z jednym lub roznymi partnerami (ang. heteropaternal superfecundation). Drugie
zaplodnienie wystepuje zwykle w odstepie 3-4 dni, niektorzy autorzy wskazuja na
mozliwos¢ wigkszego odstgpu czasu, 1-2 tygodnie. Innym mechanizmem jest
dodatkowe zaptodnienie (ang. superfetation), czyli poczgcie nastepnej ciazy, podczas
gdy w macicy rozwija si¢ juz jedna zygota. Ten mechanizm moze tlumaczy¢
wystepujace roznice w stopniu rozwoju 1 wielkosci rozwijajacych si¢ w jednej cigzy
ptodow, jednak wielu naukowcow uwaza, ze jest on trudny do zaakceptowania.

Teoretycznie przyjmuje si¢, ze okres czasu migdzy pierwszym a drugim zaplodnieniem
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nie moze przekracza¢ jednego miesigca (Malinowski i Bozitow, 2003; ).W przypadku
cigz trojaczych lub o wyzszej krotnosci, w ktorych dochodzi do redukeji liczby ptodow
do dwéch (samoistnej lub powstatej w wyniku ingerencji zewn¢trznej) powstanie cigzy
blizniaczej dwuzygotycznej ma charakter wtorny.

Poszukuje si¢ rowniez czynnikdw genetycznych, zwigzanych z wystgpieniem
cigzy wieloplodowej. Nadal nie jest wyjasnione czy sklonno$¢ do powstawania cigz
blizniaczych dwuzygotycznych jest zwigzana z czynnikiem matczynym, czy
ojcowskim. Z jednej strony podkresla si¢, ze odsetek bliznigt u matek trojaczkow
wzrasta 2-3-krotnie a wystgpowanie cigz blizniaczych u kobiet, ktére urodzity juz
bliznigta 2-krotnie. Stwierdzono réwniez, ze niedobor enzymu a-1 antytrypsyny w
Sluzie szyjkowym kobiety moze powodowal przyspieszony pasaz plemnikow, tym
samym zwigkszong mozliwo$¢ zaptodnienia komorek jajowych uwolnionych w
procesie poliowulacji. Z drugiej strony nie mozna wykluczy¢ udziatu czynnika
ojcowskiego w wystepowaniu cigz blizniaczych dwuzygotycznych. Przypuszcza sie, ze
przedtuzona zdolno$¢ zaptadniajgca nasienia moze odgrywac istotng role w etiologii
opisywanego typu cigzy (Malinowski i Bozitow, 2003; Badura i Latos-Bielenska,
2003).

Cigza blizniacza dwuzygotyczna zaliczana jest do grupy wysokiego ryzyka.
Rodzaje spotykanych tu powiktan sa w zasadzie takie jak w cigzach z rozwijajacym si¢
pojedynczym ptodem tyle, ze wystepuja one ze zwigkszong czestoscig. Najczesciej
wystepujace nieprawidtowosci dotycza wad rozwojowych ptodu, ktére wynikajg z
ucisku, spowodowanego rozwojem dwoch ptodow w przestrzeni, ktora przystosowana
jest do rozwoju jednego ptodu. Ucisk prowadzi do spowolnienia przybierania przez
rozwijajace si¢ plody na wadze ok. 30 tygodnia cigzy oraz wystgpienia wad
wrodzonych takich jak: nieprawidtowa budowa glowy ptodu, deformacja stop i
szpotawos¢ kolan (Hall, 2003).

1.3.2. Ciaza blizniacza jednozygotyczna

Rzadziej wystepujaca postacia cigzy bliZzniaczej jest cigza blizniacza
jednozygotyczna, stanowigca okoto 30% wszystkich cigz blizniaczych, a tylko 0,3%
wszystkich porodow. Powstaje w wyniku zaptodnienia pojedynczej komodrki jajowej

przez jeden plemnik, po czym nast¢puje podziat zarodka na dwa, genetycznie
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identyczne zarodki. Rozwijajace si¢ w takiej cigzy bliZznigta nazywane sg
jednozygotycznymi lub jednojajowymi (gemini monozygotici s. monoovulares), w
pi$miennictwie anglo-amerykanskim okreslane sg rOwniez mianem prawdziwych (ang.
true) lub identycznych (ang. identical). Uwaza sie, ze sg naturalnie wystepujgcymi
klonami. Cigze blizniacze jednozygotyczne stanowig 1/3 naturalnie powstajacych cigz
blizniaczych, to oznacza, ze jedno na 165 dzieci jest blizniakiem jednozygotycznym
(Hall, 2003; Malinowski i Bozitow, 2003; Stomski i wsp., 2003b).

Badania prenatalne USG oraz badania poporodowe tozyska i bton ptodowych
pozwalaja wnioskowaé na temat czasu, w ktorym nastgpil rozwoj cigzy blizniaczej
jednozygotycznej. W prawidlowo przebiegajacym procesie embriogenezy kosmowka
zaczyna formowac¢ si¢ okolo 3 dnia po zaptodnieniu. Jezeli do podziatu zarodka
dochodzi przed uptywem 4-tego dnia od zaptodnienia wowczas rozwijajace si¢ ptody
posiadaja odrebne kosmowki i1 owodnie, rozwija si¢ cigza dwukosmowkowa
dwuowodniowa. Przyjmuje sie, ze bliznigta, ktore posiadaja wspolna kosmowke, ale
odrgbne owodnie powstaly na skutek podziatu zarodka po uformowaniu si¢ kosméwki,
migdzy 4 a 7 dniem po zaplodnieniu. Ten rodzaj cigzy okreslono jako
jednokosmoéwkowa dwuowodniowg. Pomigdzy 6 a 8 dniem rozwija si¢ owodnia,
dlatego podziat zarodka, ktory dokonat si¢ miedzy 7 a 14 dniem po zaptodnieniu,
prowadzi do rozwoju cigzy jednokosmowkowej jednoowodniowej, w ktorej ptody
dzielg zar6wno wspodlng kosmowke jak i owodnig (tabela 1) (Hall, 2003; Malinowski i
Bozitow, 2003).

Tabela 1. Rodzaje ciazy blizniaczej jednozygotycznej w zaleznosci od terminu podzialu
zarodka i czestos¢ ich powstawania (Hall, 2003; Malinowski i Bozitow, 2003).

Czestos¢ wystepowania wsrod

Rodzaj ciazy blizniaczej Termin . .
zywych urodzen blizniat
jednozygotycznej podzialu zarodka
jednozygotycznych
dwukosmoéwkowa <4 dni po
. 25-30% 80%
dwuowodniowa zaptodnieniu
jednokosméwkowa 4-7 dzien po
) 70-75% 25%
dwuowodniowa zaptodnieniu
jednokosméwkowa > 7 dnia po
: : 1-2% 1%
jednoowodniowa zaptodnieniu

16



WSTEP

Cigza blizniacza dwukosmoéwkowa dwuowodniowa stanowi 80% cigz
blizniaczych ogoétem i 25-30% cigz jednozygotycznych. Jest najczgsciej wystepujaca
formg cigzy blizniaczej u cztowieka. Ptody moga by¢ tej samej lub odmiennej pici.
Obecnos¢ dwoch kosmowek 1 dwdch owodni w 90% $swiadczy o cigzy dwuzygotyczne;.
Tylko 10% bliznigt urodzonych z cigzy dwukosmowkowej dwuowodniowej jest
jednozygotyczna. W przypadku ciazy jednozygotycznej podzial pierwotnie
pojedynczego zarodka na dwa dokonuje si¢ do czwartego dnia po zaptodnieniu. Cigze
dwukosmowkowe dwuowodniowe charakteryzuja si¢ obecnoscia dwoch dyskow
tozyska potaczonych ze soba badz rozdzielonych. Przegroda rozdzielajaca ptody zawsze
sktada si¢ z czterech warstw (dwie kosmowki i dwie owodnie).

Cigza  blizniacza  jednokosmowkowa  dwuowodniowa  jest zawsze
jednozygotyczna, wigc ptody sa tej samej plci. Stanowi u rasy bialej okoto 25% ogoédtu
cigz blizniaczych i 70-75% wszystkich cigz jednozygotycznych. Powstaje w wyniku
podziatlu pierwotnie pojedynczego zarodka na dwa, dokonujacego si¢ migdzy pigtym a
siocdmym dniem od zaptodnienia. Posiada pojedynczy dysk lozyska a przegroda
rozdzielajgca ptody zawsze sktada si¢ z dwoch warstw (dwie owodnie). W tozysku
czesto wystepuja polaczenia naczyniowe migdzy ptodami.

Cigza blizniacza jednoowodniowa jest zawsze jednozygotyczna i
jednokosmoéwkowa, ptody sa tej samej pici. Stanowi do 1% ogotu cigz blizniaczych i
okolo 2% cigz jednokosmoéwkowych. Powstaje w wyniku podziatu pierwotnie
pojedynczego zarodka na dwie struktury embrionalne, dokonujacego si¢ po siodmym
dniu od zaplodnienia. Charakteryzuje si¢ brakiem przegrody rozdzielajacej ptody. W
tego rodzaju cigzach mozna spotka¢ plody niecatkowicie rozdzielone, asymetryczny
rozdziat bliznigt oraz poskrecane sznury pepowinowe (Hall, 2003; Ropacka, 2003;
Malinowski, 2003).

Proby przedstawienia mechanizmu odpowiedzialnego za podziat zarodka
podejmowano juz w latach 60-tych ubieglego wieku, jednak mimo licznych
potwierdzen niektorych teorii w praktyce potozniczej, nadal przyjmuje sie, ze powstanie
blizniat jednozygotycznych jest dzielem przypadku. Nie zaobserwowano wptywu wieku
matki, rasy ani przeszloSci poloznicze; kobiety na czesto§¢ wystepowania cigz
jednozygotycznych. Stwierdzono natomiast wigksza czesto$¢ wystepowania bliznigt
jednozygotycznych w grupie cigz powstalych w wyniku zaptodnienia pozaustrojowego i

sztucznie indukowanej owulacji, zwtaszcza, gdy stosowano zabiegi mikromanipulacji w

17



WSTEP

obrebie zona pellucida. Ostatnie doniesienia wskazuja roéwniez na niewielka
dziedziczng sktonno$¢ do wystgpowania blizniat jednozygotycznych w linii matczynej

(Malinowski i Bozitow, 2003; Badura i Latos-Bielenska, 2003).

1.3.3. Powiklania w cigzach wieloplodowych

Cigza wieloptodowa zaliczana jest do cigz wysokiego ryzyka. Wigze si¢ to z
mozliwoscig wystagpienia wielu powiktan, ktore, mimo iz wystepujg takze w cigzach
jednoptodowych, w cigzach mnogich pojawiaja si¢ ze zwickszong czestoscia (Oloyede i
wsp., 2012). Niekiedy sa one wylacznie charakterystyczne dla cigzy wieloptodowe;j
(Norwitz i wsp., 2005). Cigze trojacze i czworacze charakteryzuja si¢ znacznie
wyzszym ryzykiem wystepowania komplikacji matczynych i ptodowych niz cigze
blizniacze. Wydaje si¢, ze obnizenie tego ryzyka moze by¢ zwigzane z cechami
antropometrycznymi matki czy zwyczajami zywieniowymi (Luke i Brown, 2008).
Biorgc pod uwage przyczyny tych powiktan, mozemy je podzieli¢ na matczyne i
ptodowe.

Do powiktan matczynych zalicza si¢: a) niedokrwisto$§¢ cigezarnych; b)
nadcis$nienie tetnicze indukowane cigzg (PIH — ang. pregnancy induced hypertension);
¢) niepowsciggliwe wymioty; d) cholestaze ci¢zarnych; e) cukrzyce ci¢zarnych; f)
przedwczesne peknigcie blon ptodowych; g) przedwczesne oddzielenie lozyska; h)
tozysko przodujace oraz i) niewydolnos¢ ciesniowo-szyjkowa.

Najczesciej wystepujaca niedokrwistoscig w cigzy nie tylko blizniaczej jest
niedokrwisto§¢ niedobarwliwa, zwigzana z niedoborem zelaza jak réwniez kwasu
foliowego. Obecnos¢ cigzy wieloptodowej sprzyja obnizaniu wartosci hemoglobiny
Hb<10 g/dl i hematokrytu Ht<30% podczas I trymestru cigzy. Pod koniec II trymestru
0siggaja one najnizszg warto$¢, a nastepnie stopniowo wzrastajg podczas III trymestru
(Ronin-Walknowska, 2003).

Ciaze blizniacze, w ktérych jest odpowiednio wigksza liczba plodéw oraz
wigksza laczna masa lozyska, wymagaja wigksze] podazy zelaza. Wystepowanie
niedokrwisto$ci niedoborowej w cigzy wieloptodowej sigga 21-36% i jest 2-3-krotnie
wyzsze niz w cigzy pojedynczej (Ronin-Walknowska, 2003). Malinowski (Malinowski,
1998) przedstawia to nastepujaco: cigza pojedyncza 3,0-4,1%, cigza blizniacza 6,7-11%,

trojacza 13,3-23,1%, czworacza 49%. Newman i Luke (Newman i Luke, 2000; Ronin-
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Walknowska, 2003) podaja, iz wartosci hemoglobiny i hematokrytu osiagaja
najwiekszy spadek w 20-24 tygodniu cigzy.

Nadci$nienie t¢tnicze indukowane cigzg (PIH — ang. pregnancy induced
hypertension) rozpoznaje si¢ wowczas, gdy warto$ci ciSnienia tetniczego przekraczajg
140/90 mm Hg (Korszun, 2004). W przypadku ciazy wieloptodowej ryzyko wystapienia
nadci$nienia t¢tniczego wzrasta 3-5-krotnie, w poroéwnaniu z cigza pojedyncza
(Korszun, 2004). W Stanach Zjednoczonych nadcisnienie tetnicze stanowi drugg co do
czesto$ci przyczyne zgonu matki i wynosi 15-20% (Dera i wsp., 2007). Czesto ujawnia
si¢ juz we wczesnym okresie cigzy 1 moze doprowadzi¢ w krétkim czasie do
wystapienia stanu przedrzucawkowego (cisnienie tgtnicze RR>140/90 mm Hg, ktéremu
towarzyszy znamienny biatkomocz — utrata >300 mg biatka na dobg),
zaobserwowanego u okoto 11,4% pacjentek z cigz blizniaczych, a takze do rzucawki
(napady toniczno-kloniczne, $pigczka u cigzarnych ze stanem przedrzucawkowym) lub
zespolu HELLP (ang. hemolysis, elevated liver enzymes, low platelets) (Leszczynska-
Gorzelak i wsp., 2000). Leszczynska-Gorzelak i wsp. (2000) na podstawie wlasnych
obserwacji wykazali, iz u wielordédek stan przedrzucawkowy wystepowal rzadziej
(32%) niz u nierddek (68%).

Nadcisnienie tetnicze indukowane cigza W przebiegu cigzy wieloptodowej moze
doprowadzi¢ do takich powiklan jak: wewnagtrzmacicznego zahamowania wzrostu
(IUGR - ang. intrauterine growth restriction), obumarcia ptodu, wystapienia zatoru
plucnego i1 zawalu. Wynikiem nasilenia si¢ objawow nadci$nienia tetniczego
indukowanego cigza moze by¢ rdwniez przedwczesne oddzielenie si¢ tozyska (wigksza
liczba naczyn tozyska w cigzy wieloptodowej niz pojedynczej) (Breborowicz i wsp.,
2003). Wedlug Malinowskiego (Malinowski, 1998) czgstos¢ wystepowania
nadci$nienia t¢tniczego w cigzy przedstawia sie nastgpujaco: cigza pojedyncza 4,7-
5,6%, cigza blizniacza 12,9-14,5%, trojacza 28,6%, czworacza 67%.

Niepowsciggliwe  wymioty  wystepuja czesciej w  przypadku  cigz
wieloptodowych, stanowig okoto 10% w cigzy blizniaczej 1 46% w ciazy trojaczej.
Niepowsciagliwe wymioty przyczyniajace si¢ do znacznego stopnia odwodnienia,
zaburzen elektrolitowych, kwasicy, ketonurii 1 utraty masy ciata, stajg si¢ powaznym
zagrozeniem dla zdrowia matki. Niewatpliwie przyczyna tego typu zaburzen tkwi w

wigksze] tacznej masie tkanki tozyskowej i1 zwigkszonej produkcji gonadotropiny
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kosmoéwkowej (hCG — ang. human chorionic gonadotropin) (Brgborowicz i wsp.,
2003).

Czgstos¢ wystepowania cholestazy cigzarnych siega 4-9% cigz bliZzniaczych.
Obserwuje si¢ wzrost stezenia transaminaz u okoto 60% pacjentek a wzrost stezenia
bilirubiny oraz kwasow zoétciowych u okoto 25% kobiet cigzarnych (Bobrowska, 2003;
Brgborowicz, 2006). Badania Gonzaleza i wsp. (1989) (Breborowicz i wsp., 2003)
donoszg o wystepowaniu cholestazy ci¢zarnych u 4,7% cigz pojedynczych 1 20,9% cigz
blizniaczych. Jako przyczyne tego typu zaburzen Gonzalez podaje znacznie wyzszg
produkcje estrogendéw i1 progesteronu przez jednostke¢ ptodowo-tozyskowa w ciazy
mnogiej. W przypadku wystapienia cholestazy wewnatrzwatrobowej w  cigzy
blizniaczej istnieje wigksze ryzyko porodu przedwczesnego, odsetka cie¢ cesarskich, a
objawy pojawiajg si¢ wczesniej niz w cigzach pojedynczych (Bobrowska, 2003).

Cukrzyca cigzarnych typu 1 (GiDM — ang. gestational diabetes mellitus type 1)
wystepuje, gdy organizm kobiety ci¢zarnej nie jest w stanie wytwarza¢ odpowiedniej
ilosci insuliny badz nie jest mozliwe utrzymanie prawidtowego poziomu glikemii przy
wlasciwym wytwarzaniu insuliny. Czynnikiem powodujagcym wystepowanie cukrzycy u
kobiet cigzarnych jest zatem deficyt wytwarzania insuliny oraz insulinoopornosc.
Wazrost stezenia estrogendéw, progesteronu, kortyzolu, laktogenu lozyskowego i
prolaktyny w cigzy sprzyja rozwojowi cukrzycy (Pieles i wsp., 2004).

Opinie, ze cigza blizniacza zwicksza ryzyko wystgpienia cukrzycy sa
podzielone. Prowadzone badania (Br¢borowicz i wsp., 2003) wykazaly, ze czestosé
wystepowania G1DM w ciagzach pojedynczych wynosi 5,6%, a w cigzach blizniaczych
7,4%. Roach i wsp. (Roach i wsp., 1998; Pieles i wsp., 2004) stwierdzili natomiast, ze
czgstos¢ G1DM w ciazach pojedynczych wynosi 9,1%, a w cigzach blizniaczych 15,5%.
Schwartz i wsp. (Schwartz i wsp., 1999) wykazali obecnos¢ Gi:DM w 4,2% ciaz
pojedynczych i 7,7% cigz blizniaczych. Wskazuje to, ze czgsto$¢ wystepowania
cukrzycy w cigzy zalezna jest od liczby ptodow. Pieles i wsp. (2004) analizujac wiasny
material badawczy zauwazyli, Ze czgstos¢ wystepowania cukrzycy w cigzy blizniaczej
wynosi 12,25%, natomiast w ciazy pojedynczej 8,08%. Odmienne poglady prezentowat
Henderson i wsp. (Henderson i wsp., 1995), twierdzac na podstawie przeprowadzonych
badan, ze cigza blizniacza nie wplywa istotnie na ryzyko wystgpienia cukrzycy

cigzarnych.
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Przedwczesne peknigcie bton plodowych wystepuje u okolo 5-8% cigz
wieloplodowych 1 jest najczesSciej wynikiem zakazenia wewnatrzmacicznego, jak
rowniez nadmiernego rozciggni¢cia mi¢snia macicy w przypadku cigz wieloptodowych
(Brgborowicz, 2006). Czesto$s¢ wystepowania w cigzach blizniaczych jest trzykrotnie
wyzsza niz w cigzach pojedynczych. W cigzach trojaczych przedwczesne pgknigcie
bton ptodowych stanowi gtowna przyczyne $mierci noworodkow i ich zachorowalnos$ci
(Malinowski, 2011b).

Przedwczesne oddzielenie tozyska stanowi okoto 0,9-1,8% powiktan w cigzy
blizniaczej. Zwiazane jest z wigksza czgsto$cig wystepowania w cigzy mnogiej stanu
przedrzucawkowego (preeclampsja), wczesniactwa oraz =~ wewngtrzmacicznego
zahamowania wzrostu (IUGR) (Breborowicz, 2006). Stan przedrzucawkowy i
komplikacje zwigzane sg czesto z nadmierng masa ciala matki przed cigza blizniaczg
(Lucovnik 1 wsp., 2012). Spellacy i wsp. (Spellacy i wsp., 1990) wykazali
wystepowanie przedwczesnego oddzielenia tozyska u 0,8% cigz pojedynczych i u 2,2%
cigz blizniaczych, natomiast Saftlas i wsp. (Saftlas i wsp., 1991) dowiedli, iz zjawisko
przedwczesnego oddzielania si¢ tozyska wystepuje 2,8-krotnie czgsciej w przypadku
cigz blizniaczych w poroéwnaniu z cigzami pojedynczymi.

Czesto$¢ wystgpowania tozyska przodujacego siega okoto 0,9-1,2%
(Breborowicz, 2006). Na podstawie wielu lat doswiadczen stwierdzono, iz cigza
wieloptodowa, w ktorej rozmiar tozyska sprzyja umiejscowieniu si¢ tkanki tozyskowej
w okolicy ujscia wewnetrznego szyjki macicy, moze przyczyni¢ si¢ do powstania
tozyska przodujacego (Breborowicz i wsp., 2003). Nie tylko rozmiary tozyska sa
czynnikami determinujagcymi  wystgpowanie lozyska przodujacego w cigzy
wieloptodowej. Badania ultrasonograficzne wykazaty, ze tozysko we wczesnym okresie
IT trymestru znajduje si¢ w okolicy ujScia wewnetrznego, natomiast w dalszych
tygodniach II i III trymestru przemieszcza si¢ w kierunku trzonu macicy.

Niewydolno$¢ ciesniowo-szyjkowa wystepuje 15 razy czesciej w cigzach
wieloptodowych niz pojedynczych. Spowodowane moze to by¢ wieloma czynnikami,
wsrod ktorych najczestsze to wzmozona aktywno$¢ skurczowa macicy, zespot
czynnikéw endokrynnych, czynnik mechaniczny oraz czynnik infekcyjny (Malinowski,
1998).

Wsrod powiklan plodowych wyrdznia sig: a) pordod przedwcezesny; b)

wewnatrzmaciczne zahamowanie wzrostu (IUGR); ¢) wady rozwojowe i anomalie
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chromosomalne; d) zaburzenia oddychania; €) zgon wewnatrzmaciczny jednego z
ptodow oraz f) kolizje pgpowinowe.

Porod przedwczesny jest najczestszym powiklaniem cigzy wieloptodowe;,
stanowi okoto 50-60% wszystkich powiktan (Brgborowicz, 2006). Jest wielokrotnie
uwarunkowany przedwczesng czynno$cig skurczowa, nadci$nieniem tgtniczym
indukowanym cigzag (PIH), przedwczesnym dojrzewaniem szyjki macicy,
przedwczesnym peknigciem pecherza ptodowego spowodowanym czesto zakazeniem
wewnatrzmacicznym (Szymanski i wsp., 2000).

Przecietny czas trwania cigz wieloptodowych jest rozny, w cigzy pojedynczej
wynosi 39 tygodni, cigzy dwojaczej — 35 tygodni, cigzy trojaczej — 32 tygodnie, cigzy
czworaczej — 29 tygodni (Malinowski, 2008). Wykazano takze, ze czas trwania cigzy
blizniaczej zagrozonej porodem przedwczesnym jest krotszy u kobiet miodych oraz
rodzacych po raz pierwszy, jak rowniez u bliznigt jednokosmowkowych (Malinowski,
1998).

Wewngtrzmaciczne zahamowanie wzrostu (IUGR - intrauterine growth
restriction) stanowi okoto 46% powiktan ciagz blizniaczych. W ciazy blizniaczej do 32
tygodnia, a w cigzy trojaczej do 29 tygodnia przyrost masy ciata przebiega podobnie jak
w cigzy jednoptodowej. W miar¢ uplywu czasu trwania cigzy wzrastanie plodow ulega
spowolnieniu. Obserwuje si¢ tym samym roznice w masach obu ptodow: I° — gdy
roznica w masach wynosi 15-25%, II° — powyzej 25% (charakterystyczny dla blizniat
jednokosmowkowych spowodowany zespolem przetoczenia krwi miedzy ptodami)
(Brgborowicz, 2006; Malinowski, 2008; Siddiqui i McEwan, 2008; Kot i wsp., 2009;
Swiatkowska-Freund i Preis, 2010a).

Wady rozwojowe i anomalie chromosomalne w cigzach blizniaczych wystepuja
2-krotnie, a Ww cigzach trojaczych nawet 4-krotnie czg¢$ciej niz w cigzach
jednoptodowych (Malinowski, 1998; Breborowicz, 2006). Wsréd najczesciej
wystepujacych wad rozwojowych wyrdznia si¢: stope konsko-szpotawa, wrodzone
zwichnigcie stawu biodrowego, wady serca, przepukling mézgowa, wady przepony czy
nerki torbielowate (Malinowski, 2008). Wady te moga pojawi¢ si¢ u jednego z blizniat
badz obu jednocze$nie, a stopien nasilenia moze by¢ taki sam albo roézny. Ponadto
wykazano, iz wady te wystepuja czesciej u bliznigt jednozygotycznych niz
dwuzygotycznych. Pamig¢ta¢ nalezy rowniez, iz wykorzystywane do potwierdzenia wad

rozwojowych badania przesiewowe w oparciu o oznaczenie st¢zenia alfa-fetoproteiny
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AFP oraz testu potrojnego (AFP, Es- estriol, podjednostka beta gonadotropiny
kosmoéwkowej B-hCG), charakteryzujg si¢ w przypadku cigz wieloptodowych znacznie
mniejszg czutoscig. Dlatego tez czgsto o wiele wigksze znaczenie odgrywa inwazyjna
diagnostyka prenatalna (biopsja kosmowki, amniocenteza). Anomalie chromosomalne
wystepuja jedynie w przypadku ciaz blizniaczych jednokosméwkowych. Zalicza si¢ do
nich ptody niecatkowicie rozdzielone czy ptéd w plodzie (Malinowski, 1998;
Brgborowicz, 2006; Malinowski i wsp., 2006).

Zaburzenia oddychania stanowig ok. 10% powiktan cigz blizniaczych. W
zwigzku z tym, ze S$redni czas trwania cigzy wieloplodowej jest krotszy niz cigzy
jednoptodowej, moze prowadzi¢ to do zaburzen oddychania, wynikajacych z braku
osiggniecia odpowiedniej dojrzatosci ptuc ptodéw. Wykazano, ze odpowiednia
profilaktyka kortykosterydowa, gdy konieczne jest ukonczenie cigzy przed terminem,
zmniejsza ryzyko powiktan o typie zaburzen oddychania. Ptody osiagaja odpowiednig
dojrzato$¢ ptuc do 34 tygodnia ciazy, stad wazne jest wdrozenie profilaktyki sterydowej
w tym czasie, w przypadku gdy jest to konieczne (Brgborowicz, 2006; Oszukowski,
2010).

Zgon wewnatrzmaciczny jednego z plodow wystepuje czgsciej w I trymestrze
cigzy 1 stanowi okoto 25-50% przypadkow, rzadziej w Il trymestrze 2,4-4,6% i Il
trymestrze cigzy 3,0-14%. Dokonujac analizy kazdego okresu ciazy blizniaczej
wyodrebniono w przypadku tego powiktania trzy postacie: | trymestr — zespot
znikajacego ptodu (ang. vanishing twin syndrome), Il trymestr — ptod papierowaty (tac.
fetus papyraceus), Il trymestr — ptdod zmacerowany (Marciniak i wsp., 2000;
Malinowski, 2008). Wykazano réwniez zalezno$¢ pomiedzy odsetkiem zgonow jednego
z ptodow a kosmowkowoscia, w przypadku cigz dwukosmoéwkowych 4%, natomiast
jednokosmowkowych 12% (Siddiqui i McEwan, 2008). Dlatego tez ryzyko powiktan
takich jak wielotorbielowate rozmigkanie mozgu, porazenie moézgowe, aseptyczna
martwica jelit i nadnerczy w cigzach blizniaczych jednokosmowkowych ze wzgledu na
obecnos¢ potaczen naczyniowych jest znacznie wyzsze i wynosi 25-50% (Siddiqui i
McEwan, 2008; Malinowski, 2008).

Kolizje pepowinowe Wystepuja znacznie czesciej w cigzach wieloptodowych niz
pojedynczych, a w szczegdlnosci w cigzach jednokosmowkowych jednoowodniowych
(28-60%). Kolizje sznuréw pepowinowych bedace najczgstszym powiklaniem tego

rodzaju cigz prowadza do obumarcia obu ptodéw (Grzesiak i wsp., 2005).
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Nalezy réwniez wspomnie¢ o zespole przetoczenia krwi miedzy plodami (TTTS
— ang. twin-to-twin transfusion syndrome), jako powiklaniu cigzy blizniaczej
jednokosmoéwkowej dwuowodniowej. Etiologia tego zespotu zwigzana jest z
obecnoscig, funkcjonowaniem oraz liczbg polaczen naczyniowych tzw. anastomoz.
Spotyka sie je w prawie wszystkich tozyskach cigz jednokosméwkowych. Wyrédznia si¢
3 typy polaczen naczyniowych: zylno-zylne, t¢tniczo-zylne i t¢tniczo-tgtnicze.
Zaburzenie rOwnowagi miedzy anastomozami tetniczo-zylnymi prowadzi do zespolu
TTTS (Czuba i wsp., 2007; Siddiqui i McEwan, 2008; Malinowski i Dyrduta, 2009). U
85-90% blizniat przeptyw krwi jest uregulowany i nie przyczynia si¢ do powstania
patologii. U 10-15% ptodoéw jednokosméwkowych przeptyw jest niesymetryczny i
prowadzi do upustu krwi u jednego blizniaka z jednoczesnym przetoczeniem jej
drugiemu z blizniat (Swiatkowska-Freund i Preis, 2010a).

Zespol przetoczenia krwi miedzy plodami charakteryzuje si¢ znacznym
wzrostem objetosci pltynu owodniowego u biorcy (maksymalna glgbokos¢ kieszonki
ptynu owodniowego MVP>8 cm) i spadkiem objetosci u dawcy (MVP<2 cm). Pierwsze
objawy obserwuje si¢ migdzy 18-26 tygodniem cigzy. U biorcy pojawia si¢
hiperwolemia, poliuria i wielowodzie z rozd¢tym pegcherzem moczowym, ktéore moze
przyczyni¢ si¢ do wystgpienia obrzgku pluc oraz niewydolnosci prawokomorowej z
niedomykalnos$cig zastawki tréjdzielnej. U dawcy obserwuje si¢ matowodzie oraz tzw.
ptdd unieruchomiony (ang. stuck twin). Skrajng postacig TTTS jest zespot odwroconego
kierunku przeptywu krwi — TRAP (ang. twin reversed arterial perfusion syndrome).
Mamy wowczas do czynienia z ptodem bezsercowym, wystepujacym z czestoscia 1%
(Malinowski i Dec, 1995; Marciniak i wsp., 2000; Breborowicz i wsp., 2003;
Bregborowicz, 2006; China i wsp., 2007; Siddiqui i McEwan, 2008; Swiqtkowska-
Freund i Preis, 2010a). Nieleczony zesp6t TTTS rozpoznany migdzy 16-26 tygodniem
cigzy jest przyczyna okoto 80-100% zgondéw okotoporodowych (Swiatkowska-Freund i
Preis, 2010b).

Poniewaz cigze blizniacze jednokosmowkowe wykazuja sie zwiekszong
zachorowalno$cia 1  $miertelno$cia, wskazane jest wczesne wykrywanie
kosmowkowosci przez badanie ultrasonograficzne miedzy 11-13 tygodniem cigzy,
umozliwiajagce wczesniejsze prawidlowe prowadzenie cigzy (Manso i1 wsp., 2011).
Badania prowadzone w latach 1999-2008 w Portugalii dla 504 cigz (356

dwukosmowkowych dwuowodniowych, 148 jednokosmowkowych dwuowodniowych)
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wykazaly wczeséniejsze porody dla bliznigt jednokosmowkowych (43,9% vs 31,5%,
p<0,05), zwigkszong czgstos¢ wystgpowania matowodzia i wielowodzia (9,8% vs 3,3%,
p<0,001), nieréwnomierny wzrost plodow (26,8% vs 14,8%, p<0,001) oraz
zahamowanie wewnatrzmaciczne wzrostu ptodu (7,4% vs 3,7%, p<0,05). Obserwowano
roOwniez w tej grupie wystgpowanie wczesniejszych porodow, czgsciej przeprowadzano
poréd metoda cesarskiego cigcia. Noworodki charakteryzowaly si¢ nizsza masa
urodzeniowa, czeSciej pojawial si¢ zespot zaburzen oddychania noworodka (5,8% vs
2,8%, p<0,05), krwawienie dokomorowe (2,1% vs 0,4%, p<0,05) i wystepowaty zgony
(7,8% vs 1,8%, p<0,001). Podobne wyniki uzyskano rowniez w Kanadzie, gdzie w
latach 2001-2007 badaniom poddano 93 pary blizniat jednokosmoéwkowych w

porownaniu z kolejnymi 428 parami bliznigt dwukosméwkowych (Shrim i wsp., 2010).

1.3.4. Poro6d w cigzy wieloplodowej

Waznym elementem porodu w cigzy wieloptodowej jest zapewnienie jej
wlasciwego przebiegu, co jest zwigzane z duzo wigkszym zagrozeniem dla ptodow niz
w cigzy pojedynczej. Zwraca si¢ uwage na odpowiednie przygotowanie cigzarnej do
porodu, z uwzglednieniem wtasciwej oceny kosmowkowosci i owodniowosci, liczby
ptodow, ich potozenia, ustalenia optymalnego terminu hospitalizacji, wlasciwego
wyboru oddzialu potozniczego, jak rowniez wczes$niejszego zaplanowania sposobu
rozwigzania (Malinowski, 1998; Breborowicz, 2006).

Poniewaz optymalny termin porodu w ciagzy blizniaczej nie jest dokladnie
okreslony, wykazano, iz ukonczenie cigzy migdzy 37 a 39 tygodniem, przy masie
urodzeniowe]j ptodow wynoszacej od 2500 do 3100 g zmniejsza odsetek umieralnosci
okotoporodowej noworodkow (Breborowicz 1 wsp., 2003; Brgborowicz, 2006;
Malinowski, 2008). W oparciu o dane amerykanskie wykazano, iz najnizszy odsetek
zgondw okotoporodowych ma miejsce migdzy 36 a 37 tygodniem w cigzy blizniaczej
oraz migdzy 40 a 41 tygodniem w cigzy pojedynczej (Dera i wsp., 2007). Dodd i wsp.
uwazaja, ze niepowiktang cigze blizniaczg nalezy rozwiazac¢ po 37 tygodniu, a planowe
cigcie cesarskie wykona¢ miedzy 37 a 38 tygodniem cigzy (Dodd i wsp., 2010).
Obecnie przyjmuje si¢ zakonczenie prawidtowo przebiegajacej cigzy blizniaczej w 38

tygodniu dla dwukosmowkowych dwuowodniowych blizniagt, miedzy 34-36 tygodniem
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dla jednokosméwkowych dwuowodniowych bliznigt oraz migdzy 32-34 tygodniem dla
jednoowodniowych blizniat (Lee, 2012).
W cigzach blizniaczych mozna wyrdzni¢ nastepujace potozenia bliznigt

wzgledem siebie:

a/ gtowkowo — gtowkowe, z czestoscia 42,5%,
b/ gtdowkowo — miednicowe, z czgstoscia 26,0%,
¢/ gtbwkowo — poprzeczne, z czegstoscia 12,4%,
d/ miednicowo — gtowkowe, z czestoscig 6,9%,
e/ miednicowo — miednicowe, z czgstoscia 6,1%,
f/ miednicowo — poprzeczne, z czgstosciag 4,7%,
g/ poprzeczno — gltdéwkowe, z czestoscig 0,6%,
h/ poprzeczno — poprzeczne, z czestoscia 0,6%,
I/ poprzeczno — miednicowe, z cz¢stoscig 0,3%.

Znajac polozenia ptodéw w stosunku do siebie mozna wybra¢ wlasciwy sposob
ukonczenia cigzy (Malinowski, 1998; Breborowicz i wsp., 2003; Brgborowicz, 2006).
Przyjmuje si¢, ze pordod drogg naturalng powinien przebiega¢ przy gléwkowo —
glowkowym polozeniu bliznigt, a w przypadku gdy tylko jeden ptod jest potozony
glowkowo, wybdr tej metody powinien by¢ uzalezniony od umiejgtnosci i
doswiadczenia potoznika. W przypadku niegtowkowego potozenia ptodu w cigzy
blizniaczej jednoowodniowej zaleca si¢ wykonanie cigcia cesarskiego (Lee, 2012).

Poréd w cigzy wieloptodowej stanowi o wiele wigksze zagrozenie dla ptodow
jak i matki, niz w przypadku cigzy pojedynczej. Pojawiajg si¢ czesto znacznie bardziej
nasilone powiktania obejmujace:

e nieprawidtowe potozenie jednego badz obu ptodow,

e rozbiezny wzrost wewnatrzmaciczny ptodow,

e przedwczesne oddzielenie lozyska drugiego ptodu,

e wspotobecnos¢ zywego ptodu z drugim obumartym wewnatrzmacicznie,

e wspolistnienie cigzowej choroby trofoblastycznej z zywym ptodem,

e przedwczesne peknigcie bton ptodowych drugiego ptodu, przy zachowanym

pecherzu ptodowym u pierwszego plodu,
e obecnos¢ anastomoz pomigdzy blizniakami w tozyskach
jednokosmoéwkowych,
e zakleszczenie ptodow,
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e zapetlenia, zawegzlenia 1 okrgcenia sznurOw pepowinowych,

e rozwoj ptodow niecatkowicie rozdzielonych.

Czynniki te prowadza do wzrostu zachorowalnosci i umieralnosci okotoporodowe;j
bliznigt. Uwaza si¢, ze niepowiklang cigzg¢ blizniacza nalezy hospitalizowaé od 37
tygodnia cigzy (Malinowski, 1998; Breborowicz i wsp., 2003).

Dla zapewnienia prawidtowego przebiegu porodu w cigzy blizniaczej niezbedna
jest, oprocz obecnosci odpowiednio wykwalifikowanego personelu medycznego,
aparatura umozliwiajagca monitorowanie obu ptodéw jednocze$nie, sala operacyjna,
zestawy porodowe, zestawy do resuscytacji, zestawy ptynow infuzyjnych i lekow. Ze
wzgledu na zwigkszone ryzyko utraty krwi w trakcie porodu w cigzy blizniaczej w
porownaniu z cigzg pojedyncza, wazne jest rowniez zabezpieczenie odpowiedniej ilosci
krwi (Malinowski, 1998; Brgborowicz i wsp., 2003).

W ciazy blizniaczej wyrdznia si¢ trzy metody przeprowadzenia porodu:

I.  Pordd sitami natury,
Il.  Cigcie cesarskie,
1. Pordd droga pochwowa pierwszego blizniaka i wydobycie drugiego ptodu
droga cigcia cesarskiego (Malinowski, 1998; Malinowski, 2008).

W przypadku gléwkowego potozenia obu ptodow sposéb ukonczenia cigzy nie
stwarza obecnie wickszych klopotow. Problem pojawia si¢ w przypadku
nieglowkowego potozenia bliznigt. Malinowski (Malinowski, 1998) zaobserwowat
najwigkszy odsetek umieralno$ci okotoporodowej wsrdd bliznigt w  potozeniu
niegtdwkowym — 23,9%, a najnizszy w potozeniach glowkowych obu ptodow — 4,8%.
Morales 1 wsp. (Morales 1 wsp., 1989) na podstawie obserwacji zauwazyli, iz pordd
bliznigt z niskg masg ciala droga cigcia cesarskiego pozwolit uzyskac lepszy stan
urodzeniowy noworodkow niz pordd droga pochwowsa. Przyjmuje si¢, ze wystepuje
mozliwo$¢ ukonczenia cigzy blizniaczej drogami natury przy takich potozeniach obu
plodow jak: gtdéwkowo — miednicowe, miednicowo — gléwkowe i miednicowo —
miednicowe. Swiadomo$é wystepowania wielu powiktan zmusza jednak potoznikéw do
odstgpienia od tej formy porodu. Nalezy pamigtaé, ze najczgstsza przyczyng zgonu
okotoporodowego noworodkow podczas porodu drogami natury w potozeniach
miednicowych, dotyczaca szczegdlnie poroddéw przedwczesnych, jest interwencja
potoznicza (Malinowski, 1998). Poréd droga pochwowa w przypadku potozenia

miednicowego pierwszego blizniaka jest niebezpieczny, obarczony duzym ryzykiem
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zachorowalno$ci i umieralnosci okotoporodowej i dlatego wykonanie cigcia cesarskiego
sprzyja uzyskaniu lepszego stanu urodzeniowego ptodu wraz z wyzsza jego oceng w
skali Apgar (Carlin i Alfirevic, 2006).

Wiele dyskusji ma miejsce w przypadku, gdy pierwszy ptéd znajduje si¢ w
potozeniu gléwkowym, a drugi w polozeniu miednicowym (Malinowski 1998;
Breborowicz 1 wsp., 2003; Breborowicz, 2006). W takiej sytuacji pordd droga
pochwowa jest mozliwy gdy: masa ciata drugiego blizniaka nie przekracza 3500 g,
roznica miedzy masg obu plodow jest mniejsza niz 20%, pordéd prowadzi
wykwalifikowany zespot medyczny oraz kiedy rodzaca jest wielorodka (Brgborowicz i
wsp., 2003). Podczas porodu pierwszego i drugiego blizniaka konieczny jest staty
nadzér kardiotokograficzny, ktory zmniejsza ryzyko glebokiego niedotlenienia obu
ptodow (Breborowicz, 2006).

Najwieksza umieralnos¢ okoloporodowa dotyczy obrotu wewngtrznego, bo az
21,2%, nastepnie recznego wydobycia ptodu 13,2%, zabiegu kleszczowego 9,1%, a
najnizsza porodu samoistnego 7,5% (Malinowski, 1998; Breborowicz i wsp., 2003). Dla
porownania Malinowski zaobserwowat najwieksza $miertelno$¢ rzedu 33,3% zwigzang
z obrotem wewngtrznym plodu i1 jego recznym wydobyciem, a najnizsza 5,6% na
drodze cigcia cesarskiego (Malinowski, 1998). Potozenia niegtowkowe ptodéw sa
obecnie wskazaniem do cigcia cesarskiego.

Istniejg sytuacje, kiedy poréd w ciazy blizniaczej droga pochwowa jest
niemozliwy. Zalicza si¢ do nich:

e porod przedwczesny przed 32 tygodniem lub noworodkéw z masa ponizej

1500 g (noworodki charakteryzuja si¢ niedojrzatoscig uktadu oddechowego,
krazenia i nerwowego, co sprzyja zwigkszonej umieralnosci),

e masa drugiego blizniaka jest wigksza od pierwszego i przekracza ja o ponad

20%,
e cigza blizniacza jest jednoowodniowa,
e przebyte wczesniej cigcie cesarskie, rowniez gdy potozenia obu ptodow sa
gltéwkowe (Dera 1 wsp., 2007).
Przyjmuje si¢, ze cigza bliZniacza powinna zosta¢ ukonczona cigciem cesarskim, kiedy
masa jednego z bliznigt znacznie odbiega od drugiego.
Wsérod cigz  blizniaczych na  szczegblng uwage zastuguja  cigze

jednokosmoéwkowe jednoowodniowe. Ryzyko zgonu zwigzane gléwnie z zapetleniem

28



WSTEP

pepowin, ale réwniez z plodami niecatkowicie rozdzielonymi, zakleszczeniem plodow,
wielowodziem szacuje si¢ na 60% (Malinowski, 1998; Breborowicz i wsp., 2003;
Siddiqui i McEwan, 2008). Malinowski (Malinowski, 1998; Malinowski i wsp., 2006)
przyjal okreslony schemat postepowania w przypadku cigz jednokosméwkowych
jednoowodniowych, w ktorym uwzglednit hospitalizacj¢ ci¢zarnej poczawszy od 26
tygodnia cigzy, kontrol¢ kardiotokograficzng plodow, z cotygodniowa ocena
ultrasonograficzng, promocj¢ dojrzewania pluc Kkortykosterydami i wykonanie
elektywnego cigcia cesarskiego w 35 tygodniu cigzy.

Istnieja  sytuacje, kiedy obumiera jeden 2z plodow. Jezeli zgon
wewnatrzmaciczny jednego z blizniakow ma miejsce w pierwszym trymestrze cigzy,
dochodzi do resorpcji tego ptodu (ang. vanishing twin syndrome), natomiast gdy ma to
miejsce w drugim trymestrze cigzy powstaje ptod papierowaty (tac. fetus papyraceus),
przy czym zadna z tych sytuacji nie stanowi przeciwwskazan do porodu drogami
natury. Inaczej przedstawia si¢ sytuacja, gdy obumiera ptod przodujacy w trzecim
trymestrze cigzy, wystepuje wowczas potencjalne zagrozenie dla zywego drugiego
blizniaka, wynikajace z przedtuzajacego si¢ pierwszego i drugiego okresu porodu,
wigkszej urazowos$ci okotoporodowej oraz mozliwosci zakleszczenia bliznigt. Gdy
natomiast ptod przodujacy jest zywy, a drugi obumiera wewnatrzmacicznie w trzecim
trymestrze cigzy zagrozenie to jest znacznie mniejsze. Dlatego tez w pierwszym
przypadku wykonuje si¢ cigcie cesarskie, w drugim mozliwy jest pordd droga
pochwowga (Malinowski, 1998; Breborowicz i wsp., 2003).

Innym waznym problemem pojawiajacym si¢ podczas porodu w cigzy
blizniaczej jest odstep czasowy miedzy porodem pierwszego i drugiego blizniaka.
Poczatkowo uwazano, ze odstep ten nie powinien przekracza¢ 30 minut, gdyz zmniejsza
si¢ przeptyw maciczno-tozyskowy. Nastgpnie za wlasciwy uznano odstep czasowy od
10 do 20 minut, a przekroczenie tej granicy skutkowalo zwigkszeniem odsetka
umieralno$ci okotoporodowej drugiego blizniaka. Zwazywszy na fakt, iz dysponujemy
w dzisiejszych czasach odpowiednim sprzetem umozliwiajacym ciggle monitorowanie
stanu ptodow w jamie macicy, odstep czasowy miedzy porodem pierwszego i drugiego
blizniaka nie ma wigkszego znaczenia praktycznego. Skrdcenie lub wydtuzenie tego
odstgpu powinno by¢ podyktowane jedynie pojawiajacym si¢ w trakcie porodu
zagrozeniem zycia drugiego plodu lub stanem psychicznym 1 fizycznym matki

(Malinowski, 1998; Dera i wsp., 2007).
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Nalezy rowniez wspomnie¢ o sytuacji, kiedy I blizniak rodzi si¢ droga
pochwowg, natomiast przy drugim blizniaku konieczne jest wykonanie cigcia

cesarskiego (ryc. 2).

Sposéb prowadzenia porodu wieloplodowego

1. Ciaza blizniacza Ciaza blizniacza > 32. t.c.

1. Ciaza < 32 tygodni
2. Stan po cigciu cesarskim
3. Ciaza jednoowodniowa ptod ,,A” — glowka ] ptod ,,A”i,B” — glowka
4. Bliznieta nierozdzielne pt6d .B” — posladki
5. Zgon ptodu ,,A” wIII trymestrze
6. Cigzowa choroba trofoblastyczna z
zywym, zdolnym do zycia ptodem
7. Ciaza > 32 tygodni pierwiastka wielorodka

a). ptod ,,A” polozenie nieglowkowe
b). ptéd ,,B” potozenie poprzeczne
¢). ptéd ,,B” potozenie miednicowe z
przypuszczalng masa ciata > 3500g
8. Ptod ,,.B” > ,,A” powyzej 20%
9. Inne wskazania matczyne i (lub)
ptodowe

II. Ciaze trojacze i o0 wyzszej
krotnoSci

Ciecie cesarskie

Porod drogami naturalnymi

Ryc. 2. Schemat prowadzenia ciaz wieloplodowych (Malinowski, 1998; Breborowicz i wsp.,
2003).

Sullivan i wsp. (Sullivan i wsp., 1998) przedstawili 4 przypadki, obejmujace objawy
zagrozenia zycia ptodu (35%), wypadniecie pepowiny (35%), nieprawidtowe potozenie
drugiego blizniaka (23%), przedwczesne oddzielenie tozyska (6%), w ktorych potoznik
zmuszony zostal do wykonania cigcia cesarskiego przy drugim plodzie (Suchonska i
wsp., 2004). Ginsberg i Levine (2005) w oparciu o badania 10365 zywo urodzonych par
bliznigt wskazali na czgsto$¢ wystgpowania metody cesarskiego cigcia dla porodu
drugiego blizniaka wynoszaca 10,1%, przy pochwowym porodzie pierwszego blizniaka.
Przypadki zwigzane byly z niegtowkowym potozeniem drugiego plodu i1 uzyskaniem
lepszego stanu urodzeniowego dla dzieci o masie ponizej 2000 g.

W cigzach wieloptodowych czg¢$ciej niz w cigzach pojedynczych obserwowana

jest zwigkszona czesto$¢ wystepowania rozrostow i1 nowotworow trofoblastu. Przejawia
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si¢ to wspotistniejagcym z ptodem lub ptodami cigzarnej choroby trofoblastycznej, ktora
jest bezwzglednym wskazaniem do ukonczenia porodu cigciem cesarskim (Brgborowicz
i wsp., 2003).

Rzadkim, ale niebezpiecznym powiktaniem przebiegu porodu w cigzy
blizniaczej sg kolizje plodowe (zakleszczenia blizniat), wystepujace z czestoscig 1:500
(Breborowicz i1 wsp., 2003). Stwarzaja one ryzyko zatrzymania post¢pu porodu i
stanowig powazne zagrozenie zaréwno dla rodzacej jak i ptodéw. Wedlug Nissena
odsetek potozen bliznigt przedstawia si¢ nast¢pujgco (Nissen, 1958):

e potozenie miednicowo — gldéwkowe 52-63% - najczgstsza postac

zakleszczenia, ptody zahaczone sg zuchwami (ang. chin-to-chin),

e potozenie glowkowo — gldéwkowe 24-32%,

e potozenie glowkowo — poprzeczne 7-13%,

e potozenie miednicowo — miednicowe ok. 3%.

Powstanie kolizji ptodowych jest uwarunkowane takimi czynnikami jak:

e porodd u pierwiastki,

e mala ilo$¢ wod ptodowych,

obszerna miednica matki,

e odgi¢ciowe utozenie glowki pierwszego ptodu,

e zgon wewnatrzmaciczny pierwszego lub obu ptodow,

e cigza jednokosméwkowa, zwlaszcza jednoowodniowa,

e masa pierwszego ptodu mniejsza od drugiego o ponad 25%,

e matle doswiadczenie lekarza lub nadmierny pospiech w prowadzeniu porodu.

Odsetek zgondéw okoloporodowych w kolizjach ptodowych waha si¢ od 43 do
72% w zalezno$ci od rodzaju kolizji 1 wlasciwego postgpowania. Dlatego bardzo wazny
jest wybor wlasciwej metody ukonczenia porodu, biorgc pod uwage grozne nastepstwa
wynikajace z zaklinowania ptodow (Brgborowicz i wsp., 2003; Dera i wsp., 2007).

Poréd w cigzy blizniaczej to nie tylko I i II okres porodu, ale rowniez III okres —
lozyskowy, obarczony wigkszym ryzykiem powiklan niz w cigzy pojedyncze;j.
Zwiazane jest to z pojawiajacymi si¢ o wiele czesciej nieprawidlowosciami w obrebie
tozysk. Zalicza si¢ do nich niskie usadowienie oraz zaj¢cie wigkszej powierzchni §ciany
macicy, zwigkszajac utrate krwi w trakcie porodu oraz czesto$¢ zabiegow

wewnatrzmacicznych (Malinowski, 1998; Brgborowicz i wsp., 2003).
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Konieczno$¢ recznego wydobycia tozyska wystepuje u okoto 6% porodow
blizniaczych (Malinowski, 1998; Breborowicz i wsp., 2003). Nadmierne krwawienie z
drog rodnych obserwowano u 40% kobiet, z czego u 24% utrata krwi wahata si¢ od 500
do 1000 ml, u 10% od 1000 do 1500 ml, a u 6% przekraczata 1500 ml. Malinowski
(Malinowski, 1998) na podstawie wlasnych badan pokazal, ze reczne wydobycie
tozyska miato miejsce u 8,2% ciagz blizniaczych po porodzie drogami natury i u 1,2%
cigz pojedynczych. Zwigkszona utrata krwi podczas porodu blizniaczego spowodowata
koniecznos¢ przetoczenia krwi u 12,7% kobiet po porodzie droga pochwowa (cigza
pojedyncza u 2,2%) i u 11,4% po cigciu cesarskim (cigza pojedyncza u 3,1%).

Badania przeprowadzone w latach 2005-2012 na 100 pacjentkach z
indukowanym porodem w cigzy blizniaczej w porownaniu ze 100 losowo wybranymi
pacjentkami z indukowanym porodem w cigzy pojedynczej, nie wykazaly roznic w
przeprowadzonych porodach metoda cesarskiego cigcia. Prawdopodobienstwo
zastosowania cesarskiego cigcia wynosito 19% u bliznigt w poréwnaniu z 21% w
cigzach pojedynczych, nie wykazano tez roznic w czasie mie¢dzy indukcjg porodu a
porodem metoda pochwowa (Taylor i wsp., 2012).

Retrospektywne badania metody prawidtowo przebiegajacych porodéw blizniat
jednokosmoéwkowych migdzy 35 a 37 tygodniem cigzy porownywano z grupg kontrolng
1934 dwukosmowkowych bliznigt. Czesto$¢ stosowania metody cesarskiego cigcia w
jednokosmoéwkowych jednoowodniowych cigzach blizniaczych wynosita 63,4% 1 nie
roznita si¢ od bliznigt dwukosmoéwkowych (61%, p=0,65), co wskazuje na brak
przeciwwskazan do porodu naturalnego w prawidlowo przebiegajacej cigzy (Weisz i

wsp., 2012).

1.4. Ryzyko wystapienia dziedzicznych chorob jednogenowych

W stosunku do cigz pojedynczych u bliznigt wzrasta ryzyko wystapienia
dziedzicznych chorob jednogenowych. Dla choréb autosomalnie recesywnych warto$¢
ryzyka dla bliznigt nalezy pomnozy¢ przez 3/8 (1/4 x 3/8). Dla chorob autosomalnie
dominujacych ryzyko wystapienia choroby wzrasta o 5/6 (1/2 x 5/6). Dla chordb
zwigzanych z chromosomem X, dla dwoch plodéw meskich, gdy matka jest nosicielka,
wystepuje ryzyko jak w przypadku chordb autosomalnie dominujacych. Gdy ptody

maja r6zng ple¢, to ptdd meski ma takg samg szans¢ na wystapienie choroby jak przy
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cigzy pojedynczej (Stomski i wsp., 2003a). Ryzyko wystapienia chorob u bliznigt w

zalezno$ci od zygotycznoS$ci przedstawia tabela 2.

Tabela 2. Ryzyko wystapienia choréb u blizniat w zaleznosci od zygotycznosci (Stomski i
wsp., 2003a).

Choroba Bliznigta
(liczba dotkni¢tych plodow) jednozygotyczne

Anomalie chromosomowe

Bliznieta Zygotycznos¢
dwuzygotyczne nieznana
2

! Obydwa ptody F F 13F”
! Przynajmniej jeden ptod F 2F” 5/3F"
i Tylko jeden ptod - 2F 413F”

Dziedziczenie autosomalnie recesywne

I Obydwa ptody 1/4 1/16 1/8
I Przynajmniej jeden ptod 1/4 7/16 3/8
I Tylko jeden ptod - 6/16 1/4

. . Kkk
Sprzezenie z chromosomem X

I Obydwa ptody 1/4 1/16 1/8
I Przynajmniej jeden ptod 1/4 7/16 3/8
I Tylko jeden ptod - 6/16 1/4

Dziedziczenie autosomalnie dominujace

l Obydwa plody 1/2 1/4 1/3
I Przynajmniej jeden ptod 1/2 3/4 2/3
I Tylko jeden ptod - 1/2 1/3

“ Ryzyko dla jednego nieprawidtowego kariotypu ptodu zwigzane z wiekiem matki; = Ryzyko
wystapienia choroby; W obliczeniach przyjeto, ze potowa potomstwa bedzie ptci meskiej, o
50% ryzyku wystgpienia choroby.

Ryzyko wystapienia zespotu Downa w cigzach blizniaczych teoretycznie powinno by¢
dwukrotnie wyzsze niz w cigzach pojedynczych (tabela 3). Jednakze wystgpowanie tego
zespotu jest tylko o 3% wyzsze w cigzach blizniaczych, stad przyjmuje si¢, ze ryzyko
jest takie samo dla obydwu typéw cigzy (Cuckle, 1998). Prawdopodobnie u podioza
tego zjawiska lezy wigksza $miertelno$¢ plodow w cigzach bliZzniaczych w pierwszym
trymestrze (Sebire i wsp., 1997). W cigzach blizniaczych poziom alfa-fetoproteiny
wzrasta ok. 2,5-krotnie, podobnie poziom estradiolu 1,7-krotnie, a gonadotropiny

kosmoéwkowej 1,8-2 razy w stosunku do cigzy pojedynczych. TrudnoS$ci przy analizie
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wynikéw sa zwigzane z mozliwoscig podwyzszenia wartosci ze wzglgdu na obecnosé
dwoch ptodow, czy usrednienie wartos$ci, ktére trudno przyporzadkowaé okreslonemu
dziecku. Wystepuja réwniez problemy z wykrywaniem zespotu Downa. Badania
surowicy na aneuploidi¢ u bliznigt nie sg wystarczajaco czute, prawdopodobnie dlatego,
ze zmienione markery biochemiczne u aneuploidalnego ptodu maskowane sa przez
prawidlowe poziomy markeréw u prawidtowego blizniaka. Wigksze znaczenie maja
badania ultrasonograficzne pogrubienia faldu karkowego — NT (ang. nuchal
translucency), ktoére powinny by¢ wzigte pod uwage przy podejmowaniu decyzji o
przerwaniu cigzy z trisomig ptodu.

Berkowitz i wsp. (1997) przeprowadzili badania nad cigzami wieloptodowymi,
w ktorych w przypadku wystepowania anomalii przeprowadzono wybidrcze usunigcie
ptodu w 100 cigzach. W 40 przypadkach na 100 przyczyna terminacji byto wystapienie
zespolu Downa, w 8 przypadkach rozszczepu krggostupa tylnego i wodoglowia, w 4
przypadkach trisomia chromosomu 18, wodoglowie 1 translokacja lub delecja
chromosomu, w 3 przypadkach zesp6t Turnera, przepuklina pierscienia pepkowego i
bezmobzgowie, dwukrotnie mozaikowa trisomia chromosomu 21, beta talasemia, zesp6t
Klinefeltera, cigzka posta¢ skoliozy, bliznigta niecatkowicie rozdzielone. Inne
przypadki wystapity jednorazowo w catej badanej grupie (Berkowitz i wsp., 1997).

Objaw unieruchomionego plodu, nie poruszajacego si¢ wraz z ruchami matki,
nie musi by¢ zwigzany z monozygotyczno$cig i wystgpowaniem zespotu odwroconego
kierunku przeptywu krwi. Moze wystgpi¢ takze u blizniagt dwukosméwkowo
dwuowodniowych. Przypadek taki zaobserwowano, gdy w jednym z ptodow wystapita
triploidia 69, XXX przy prawidlowym drugim ptodzie 46, XX (Wax i wsp., 1998).
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1.5. Wspélezynnik plci u bliznigt

Wspotczynnik plci okresla liczbe noworodkow pici meskiej w stosunku do
wszystkich noworodkow (wspotczynnik ptci = noworodki pici meskiej / noworodki plei
meskiej + noworodki plci zenskiej). Wspolezynnik plci dla bliznigt dwuzygotycznych
wskazuje na niewielkg nadwyzke noworodkow plci meskiej i jest zblizony do proporcji
obliczonej dla cigzy pojedynczych (tabela 4). Natomiast ws$rdd bliznigt
jednozygotycznych, podobnie jak u trojaczkow i1 czworaczkOw zaznacza si¢ przewaga
noworodkow plci zenskiej. Co znamienne, warto§¢ wspotczynnika ptci maleje od cigzy
jednozygotycznych ~ dwukosmowkowych  poprzez  cigze  jednokosmoéwkowe
dwuowodniowe, jednokosmowkowe jednoowodniowe, az do cigz w ktorych rozwijaja
si¢ bliznieta zlaczone. Niektorzy badacze sugeruja, ze warto$¢ wspdtczynnika ptci moze
by¢ zwigzana z inaktywacja chromosomu X (tzw. imprintingiem genetycznym). U
blizniat rozwijajacych si¢ w cigzy jednokosmowkowej zaobserwowano bardzo duze
podobienstwo dotyczace pochodzenia inaktywowanego chromosomu X, podczas gdy
bliznigta z cigzy dwukosmowkowej wyraznie roznig si¢ miedzy sobg pod tym
wzgledem. Uwaza si¢, ze podzial zarodka prowadzacy do rozwoju ciazy
dwukosmowkowej nastepuje na krotko przed inaktywacja chromosomu X, natomiast
podzial, w wyniku ktérego rozwija si¢ cigza jednokosmowkowa, dokonuje si¢

pomiedzy 3 a 4 dniem po inaktywacji (Hall, 2003; Loat i wsp., 2004).

Tabela 4. Wspéltezynnik plci u blizniat (Hall, 2003).

Rodzaj blizniat Wspélezynnik plci

Dwuzygotyczne 0,514
Jednozygotyczne 0,484
Jednoowodniowe 0,231
Ztaczone 0,230

1.6.  Genetyczne podloze ciaz blizniaczych

Na poczatku XX wieku zwrdécono uwage na fakt wystepowania w niektorych
rodzinach zwigkszonej czestotliwosci cigz blizniaczych 1 rozpoczgto badania w celu

identyfikacji czynnika etiologicznego rodzinnie wystepujacych cigz mnogich. Badacze
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problemu zgadzaja si¢, ze w przypadku predyspozycji rodzinnej do cigz
dwuzygotycznych czynnik genetyczny ma decydujace znaczenie. W przypadku cigz
jednozygotycznych opinie sg niekiedy sprzeczne, jednak przemawiajg za istnieniem
genetycznego czynnika etiologicznego.

Prowadzone obecnie poszukiwania czynnika etiologicznego koncentrujg si¢ z
jednej strony na analizie rodowodow bliznigt celem ustalenia sposobu dziedziczenia
predyspozycji do wystgpienia cigz mnogich, z drugiej strony na prébach identyfikacji
genu odpowiedzialnego za wystepowanie tej sktonnosci. Wnikliwe i na szerokg skale
prowadzone analizy rodowodow bliznigt wykonuje si¢ w wielu krajach, na podstawie
danych zgromadzonych w rejestrach bliznigt. Rejestrami dysponuje szereg krajow
europejskich: Szwecja, Finlandia, Norwegia, Dania, Belgia, Niemcy, Holandia, a takze
Chiny, Japonia, Australia i Stany Zjednoczone. Otrzymane wyniki nie sg jednoznaczne
a czesto nawet wzajemnie sprzeczne. Opisywano zarowno autosomalny dominujacy jak
1 autosomalny recesywny wzor dziedziczenia predyspozycji. Podsumowujac otrzymane
wyniki 1 formutowane na ich podstawie hipotezy mozna stwierdzi¢, ze predyspozycja
do wystegpowania cigz dwuzygotycznych warunkowana jest jednogenowo.
Dziedziczenie genu jest dominujgce z niepelng penetracja genu w linii matczynej, nie
mozna jednak wykluczy¢ dziedziczenia w linii ojcowskiej. Predyspozycja do
wystgpienia cigz jednozygotycznych nie zaznacza si¢ tak wyraznie. W niektorych
rodzinach stwierdzono dziedziczenie w sposob autosomalny dominujacy, raczej w linii
matczynej, jednak ten temat budzi nadal wiele kontrowersji. Wydaje sig, ze
prawdopodobienstwo wystapienia cigzy jednozygotycznej w rodzinie bliznigt
jednozygotycznych nie jest podwyzszone w stosunku do obserwowanego w populacji.
Istnieje grupa rodzin, w ktorej wystepuje ogolna predyspozycja do wystepowania cigz
mnogich. Mechanizm tego zjawiska nie jest jeszcze pozhany i wymaga
przeprowadzenia dalszych badan (Badura i Latos-Bielenska, 2003).

Jednoczes$nie trwaja prace nad identyfikacja i analizg genow kandydatow, ktore
potencjalnie moga mie¢ znaczenie w sktonno$ci do wystgpienia cigz wieloptodowych.
Na podstawie wynikow badan endokrynologicznych matek bliznigt stwierdzono, zZe
wystepuje u niektorych z nich nieznaczne zaburzenie regulacji podwzgorze — przysadka
— jajnik, ktore predysponuje do poliowulacji. Wychodzac z zalozenia, ze mutacje genu

receptora dla hormonu folikulotropowego (FSH) oraz genu inhibiny a moga zmieniac¢
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wplyw FSH na jajnik, w pierwszej kolejnosci do grupy genow kandydatow
zakwalifikowano wtasnie te geny.

Receptor dla FSH (FSHR) jest biatkiem transblonowym, zbudowanym z 678
reszt aminokwasowych. Gen kodujacy FSHR zlokalizowany jest w chromosomie 2
(2p21-p16), zawiera 10 eksonow. Najwigkszy z nich, ekson 10, o wielkosci 1234 par
zasad (pz) koduje C-koncowa czes¢ odcinka zewnatrzblonowego, fragment
transbtonowy 1 wewnatrzblonowy. Al-Hendy wykonat analiz¢ sekwencji 10 eksonu dla
26-cio letniej kobiety, ktora dwukrotnie urodzita bliznigta dwuzygotyczne. Stwierdzit
obecno$¢ dwoch tranzycji A>G, ktore warunkowaly substytucje dwoch aminokwasow
w tancuchu polipeptydowym receptora (Thr307Ala; Asn680Ser). Zaktadal, ze
homozygotycznos¢ dla obu mutacji zwigksza powinowactwo receptora do FSH 1
predysponuje do poliowulacji (Al-Hendy i wsp., 2000). Jednak ta hipoteza spotkata si¢
z krytyka $wiata nauki. Okazato si¢, ze opisywane zmiany nalezag do powszechnych
polimorfizmoéw, rozktadajacych si¢ w populacji rasy biatej z czgstoscig mendlowska, a
receptor o zmienionej sekwencji nie charakteryzuje si¢ zmiang wrazliwos$ci na FSH
(Simoni i wsp., 1999; Gromoll i Simoni, 2001). Dalsze badania z udzialem 186
blizniaczek, ktore same urodzily bliznigta dwuzygotyczne, wykluczyly zwiazek miedzy
polimorfizmami w genie kodujacym FSHR a sklonno$cig do poliowulacji.

Kolejne badania metoda analizy sprz¢zen wykluczyly udzial mutacji gendéw
zlokalizowanych w chromosomie 2 w etiologii predyspozycji do wystepowania cigz
dwuzygotycznych. Tym samym odrzucono wplyw mutacji w kolejnym genie
kandydacie, genie kodujagcym inhibing a (2q33-036). Nadal uwaza si¢, ze zmiany na
poziomie biatka, ktore powodujg zwrotng supresj¢ wydzielania FSH, moga potencjalnie
wplywaé na mechanizm poliowulacji (Badura i Latos-Bielenska, 2003).

Na liscie genow kandydujacych byt rowniez gen PPARGYy oraz homologiczny do
owczego genu ptodnosci Booroola (FecB) fragment chromosomu 4 (40922-23), jednak
wyniki prowadzonych badan wykluczaja ich udziat w predyspozycji do wystapienia
cigz mnogich u czlowieka. Nie sg potwierdzone rowniez wiadomos$ci na temat wplywu
mutacji GIn79Arg w genie PTPN11, ktorej obecnos¢ stwierdzono u cztonkéw rodziny z
zespolem Noonan, w ktorej dwie kobiety byly matkami bliznigt dwuzygotycznych
(Schollen i wsp., 2003).

Pomimo ze naukowcy dysponuja danymi o duzej liczbie rodzin ze sklonno$cia

do wystepowania cigz blizniaczych, nadal nie jest znany czynnik etiologiczny.
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Prowadzone do tej pory badania pozwolily jednak na wykluczenie udziatu genéw, ktore
do tej pory uwazano za kluczowe w rodzinnej predyspozycji do poliowulacji. Badania
zwigzane z identyfikacjg czynnika genetycznego, odpowiedzialnego za poliowulacje
prowadzone sg na szeroka skale i cieszg si¢ duzym zainteresowaniem wsrod badaczy,
glownie dlatego, ze moga przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia mechanizméw
regulujacych ptodnos¢ kobiet i pozwoli¢ na rozwigzanie problemu idiopatycznej

nieptodnosci.

1.7.  Diagnostyka molekularna - analiza DNA

Diagnostyka molekularna nalezy do najbardziej dynamicznie rozwijajacych si¢
dziatow biologii 1 medycyny. Pierwsze badania z tego zakresu zostalty wykonane przez
Kana i Dozy’ego oraz niezaleznie przez Orkina i wsp. w 1978 r. Prace dotyczyty
wykrywania mutacji (transwersji A>T) w 6 kodonie beta globiny, ktéra warunkuje
wystgpienie anemii sierpowatej. Kan i Dozy zastosowali analiz¢ restrykcyjng DNA i
hybrydyzacj¢ z sondg molekularng (fragmentem genu B globiny cztowieka). Analiza
polimorfizmu dlugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP) pozwolita rozr6zni¢ osoby
chore od nosicieli choroby (heterozygot) i 0s6b zdrowych (Kan i Dozy, 1978). Z kolei
Orkin i wsp. do wykrycia tej samej mutacji zastosowali hybrydyzacje z dwoma
wariantami oligonukleotydowej sondy molekularnej, umozliwiajagcymi rozrdznienie
alleli prawidtowych od zmutowanych (Orkin i wsp., 1978). W ten sposob badania DNA
dotaczyly do technik diagnostycznych, ktore do tej pory polegaty gtéwnie na reakcjach
immunochemicznych antygenu z przeciwciatem.

Rozwdj diagnostyki molekularnej stat si¢ mozliwy dzieki wprowadzeniu do
badan naukowych sond molekularnych i enzymow restrykcyjnych oraz nowych technik
badawczych takich jak klonowanie DNA, transfer Southerna, sekwencjonowanie,
znakowanie i detekcja DNA, amplifikacja DNA w reakcji tancuchowej polimerazy
(PCR) i synteza oligonukleotydéw. Okres rozpowszechnienia badan DNA przypadt na
lata 90-te ubieglego stulecia. Diagnostyka molekularna obejmuje dwa zasadnicze dzialy
- diagnostyke bezposrednig 1 posrednia. Diagnostyka bezposrednia dotyczy wykrywania
mutacji w DNA oraz wykrywania DNA patogendéw, natomiast w diagnostyce posrednie]
0 wystepowaniu zmutowanych genéw wnioskuje si¢ na podstawie analizy sprzezen.

Wspotczesna diagnostyka molekularna przebiega z zastosowaniem dwoch metod —
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analizy restrykcyjnej i hybrydyzacji z sondami molekularnymi oraz amplifikacji DNA
metoda PCR. Ostateczny wynik diagnostyczny powstaje w wyniku oceny polimorfizmu
fragmentoéw restrykcyjnych (RFLP), okreslenia dtugosci badanego fragmentu DNA,
wykrycia delecji, insercji, mutacji punktowych lub okreslenia sekwencji badanego
fragmentu DNA (Stomski, 2008).

Najwczesniej wykonywano badania typu RFLP, przy czym nie okreslano
defektu genu potencjalnie zawierajagcego mutacje, lecz jego dziedziczenie. Ogromny
postep, ktory doprowadzit do zwigkszenia czulosci 1 skrdcenia czasu hybrydyzacji oraz
wprowadzenie nieradioaktywnych metod znakowania sond sprawil, Zze pozostaje ona
nadal bardzo atrakcyjnym narzedziem w diagnostyce molekularnej. W diagnostyce
molekularnej stosowane sg, w zaleznosci od potrzeb, krotkie (20-150 pz) lub dtugie
(powyzej 400 pz) sondy molekularne, komplementarne do unikatowej sekwencji
badanego DNA lub RNA. Moga to by¢ syntetyczne oligomery, syntetyczne badz
naturalne geny lub ich fragmenty, cDNA, fragmenty chromosoméw lub cate genomy
bakteryjne (Stomski, 2008).

Po upowszechnieniu techniki PCR nastgpil przetom w diagnostyce
molekularnej. Obecnie diagnostyka molekularna oparta o PCR rozwija si¢ bardzo
dynamicznie i stopniowo zastepuje badania hybrydyzacyjne. Najwazniejszym
zastosowaniem PCR w diagnostyce jest wykorzystanie tej techniki do uzyskania
zwigkszonej ilosci DNA przed jego dalsza analiza. Po uzyskaniu fragmentu genu, w
ktérym wystepuje polimorfizm, mozliwe jest dalsze jego badanie za pomocg metody
RFLP. Badanie sprowadza si¢ do trawienia produktu enzymem restrykcyjnym
specyficznym dla miejsca wykazujacego polimorfizm. Pierwsze opracowanie tego typu
badan dotyczyto diagnostyki molekularnej anemii sierpowatej (Saiki i wsp., 1985).
Uzyskany wynik jest podobny do wyniku uzyskiwanego z zastosowaniem transferu
Southerna 1 hybrydyzacji z sondg molekularng, przy czym technika PCR jest
zdecydowanie mniej czasochtonna. W 1988 r. Williams i wsp. przeprowadzili peing
diagnostyke jednej z najczestszych chordb genetycznych - mukowiscydozy w ciagu
jednego dnia. Wykrycie ponad 400 mutacji genu CFTR warunkujacego
mukowiscydoze, bytoby niemozliwe bez zastosowania techniki PCR (Williams i wsp.,
1988).

Réznice miedzy diagnostyka klasyczng, a molekularng polegaja przede

wszystkim na zwiekszeniu szybkosci i czulosci wykonywanych badan, dlatego
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diagnostyka molekularna jest coraz cze$ciej stosowana w roéznych dziedzinach nauk
biologicznych, medycynie, medycynie sagdowej, medycynie weterynaryjnej i hodowli
oraz w przemysle korzystajacym z osiggni¢¢ biotechnologii. Metoda PCR jest obecnie
szeroko stosowana do szybkiego wykrywania patogenow, szczegolnie takich, ktorych
hodowla in vitro jest pracochtonna lub dlugotrwata (rzezaczka i chlamydia).
Bezposrednie wykrywanie wirusow HIV 1 HCV przyczynia si¢ rowniez do rozwoju
badan nad poszukiwaniem nowych lekow i monitorowaniem terapii, ktorej koszt jest
obecnie bardzo wysoki. Innym przykladem zainteresowan firm farmaceutycznych jest
badanie mykobakterii. Wystgpuje tutaj istotna przewaga badan molekularnych nad
badaniami obejmujacymi hodowle, poniewaz w badaniach molekularnych uzyskuje si¢
wynik w ciggu jednego dnia, podczas gdy badania klasyczne trwajg czesto kilka
tygodni. Badania DNA staly si¢ nieodzownym elementem nie tylko diagnostyki
dotyczacej cztowieka, lecz s rowniez wiaczane do programéw hodowlanych (zaréwno
zwierzat jak 1 ro$lin) i znacznie zwigkszaja ich efektywnos¢ (Stomski, 2008).

Zasadnicza informacjg istotng w diagnostyce prenatalnej cigz wieloptodowych
jest okreslenie czy sa to cigze dwukosmoéwkowe, czy jednokosmowkowe oraz
jednoowodniowe, natomiast mniejsze znaczenie ma zygotycznos¢. Wynika to ze
wzrostu ryzyka $miertelno$ci oraz wzrostu ryzyka wystapienia wad wrodzonych i
aberracji chromosomowych wraz z pdzniejszym podzialem ptodow (8,9%
dwukosmowkowe dwuowodniowe, 25% jednokosmowkowe dwuowodniowe, 50-60%
jednokosmoéwkowe jednowodniowe). Jednak informacja na temat zygotycznosci jest
bardzo warto§ciowa z punktu widzenia genetyki oraz moze mie¢ znaczenie w
przypadku wystapienia konieczno$ci leczenia noworodkow. Po porodzie tozysko jest
poddane badaniom celem sprawdzenia prawidtlowosci budowy oraz okreslenia
kosmowkowosci. W przypadku stwierdzenia obecno$ci jednej kosméwki bliznigta
uznaje si¢ za jednozygotyczne, chyba ze wyniki innych badan udowodnig, ze bliznigta
sa dwuzygotyczne. Genetyka molekularna wniosta do badan bliznigt ulatwienie
okreslenia zygotyczno$ci oraz mozliwo$¢ wydania wyniku nie budzacego watpliwosci.
Dodatkowa zaleta badan DNA jest t0, Zze mozna je wykonywac przez cate zycie blizniat,
poczawszy od dnia ich narodzin (Hall, 2003).

Pierwsze doniesienia wskazujace na mozliwos¢ wykorzystania badah DNA do
identyfikacji 0sob pochodza z 1985 r. z pracowni Sir Aleca Jeffreys’a z Uniwersytetu

Leicester w Wielkiej Brytanii, ktory wykazat, Zze w genomie czlowieka wystepuja proste
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powtorzenia sekwencji DNA, charakterystyczne dla poszczeg6lnych osobnikéw w
populacji. Metod¢ uwidocznienia powtdrzen sekwencji poprzez hybrydyzacje z sonda
molekularng okreslit jako DNA fingerprinting, analogicznie do odciskow palcow, ktore
réwniez wykazujg specyficznos¢ indywidualng (Jeffreys i wsp., 1985b; Stomski i wsp.,
2002). Poprawna polska wersja jezykowa opisujaca metode DNA fingerprinting jest
okreslenie ,,0odcisk genetyczny”. Odkrycie Jeffreys’a poprzedzity tak wazne wydarzenia
w biologii molekularnej jak wykrycie enzymow restrykcyjnych, opracowanie metod
hybrydyzacji z sondami molekularnymi, sekwencjonowania DNA i syntezy
oligonukleotydow, ktore umozliwity praktyczne zastosowanie badan DNA. Stopniowo,
ze wzgledu na wicksza czulo$¢, badania DNA zaczely zastgpowaé badania cech
grupowych krwi i polimorfizmu bialek surowicy oraz badania uktadéw grupowych
enzymoOw erytrocytarnych. Obiekt badan z czynnika biatkowego przesunagl si¢ w
kierunku bezposrednich badan materialu dziedziczenia - DNA. Analiza DNA dla
potrzeb okreslania pokrewienstwa bardzo szybko rozpowszechnita si¢ i jest szeroko
wykonywana na calym Swiecie. W naszym kraju badania DNA dla potrzeb okreslenia
pokrewienstwa i zygotycznosci zostaly zainicjowane w 1991 r. przez prof. Ryszarda
Stomskiego z Instytutu Genetyki Czlowieka PAN w Poznaniu. Obecnie badania z tego
zakresu prowadza rowniez jednostki akademii medycznych i laboratoria
kryminalistyczne (Stomski i wsp., 2002). Liczne przyktady diagnostyki molekularnej z
zastosowaniem DNA s3 bardzo dobrze udokumentowane i moga by¢ praktycznie
zastosowane do okreslenia zygotycznosci bliznigt (Stomski i wsp., 1998a; Stomski i
wsp., 1998b; Stomski i wsp., 1998c; Siemieniako i wsp., 2000; Stomski i wsp., 2002;
Stomski, 2010).

1.7.1. Sekwencje satelitarne, minisatelitarne i mikrosatelitarne oraz ich

zastosowanie w badaniach identyfikacyjnych

W badaniach DNA w celu okreslenia pokrewienstwa oceniany jest wyltacznie
genotyp, zardwno dla sekwencji kodujacych i1 niekodujacych. Badaniem objety jest
szczegOlny rodzaj DNA, tzw. sekwencje powtérzone, ktore cechujg si¢ olbrzymim
polimorfizmem 1 najczesciej sg niekodujgce. Sekwencje powtdrzone wystepujace w
genomie cztowieka mozna podzieli¢ na dwie grupy: grupa I obejmuje duze

powtorzenia, w ktorych jednostki powtarzajace si¢ wystepuja kolejno po sobie
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(satelitarny DNA), natomiast grupa II obejmuje sekwencje tworzace male bloki
zgrupowane lub rozproszone w genomie (minisatelitarny i mikrosatelitarny DNA)
(Vogt, 1990; Kwiatkowska i wsp., 1995; Kwiatkowska i Stomski, 1996). Poprzez
analogie do sekwencji satelitarnych, termin ,sekwencje minisatelitarne” zostat
wprowadzony przez Jeffreys’a (Jeffreys i wsp., 1985a), po wykazaniu, ze sekwencje
minisatelitarne réwniez naleza do sekwencji wystepujacych powszechnie w genomach
roznych organizmow 1 sg najbardziej polimorficznymi sekwencjami w genomie
cztowieka (Nakamura i wsp., 1987; Jeffreys i wsp., 1990). Stad analiza sekwencji
minisatelitarnych znalazla zastosowanie praktyczne i zostata wdrozona do okre$lania
pokrewienstwa.

Wkrotce po doniesieniach Jeffreys’a, Nakamura i wsp. (Nakamura i wsp., 1988)
opisali dalsze sekwencje minisatelitarne i potwierdzili polimorfizm powtarzajacych si¢
jednostek, jak rowniez zaproponowali dla nich nazw¢ VNTR (ang. variable number of
tandem repeats) - zmienna liczba tandemowych powtorzen. Sekwencje minisatelitarne
roznig si¢ od sekwencji satelitarnych stopniem powtarzalnosci, dtugoscig jednostki
powtarzajacej, sg bardziej rozproszone w genomie, chociaz wykazuja tendencje do
grupowania si¢ w regionach telomerowych chromosomoéw (Royle i wsp., 1988).
Prawdopodobnie w genomie cztowieka wystepuja tysigce takich loci, przy czym réznig
si¢ one jednostkami rdzeniowymi. Kazdy element powtérzony ztozony jest z 7 do 100
pz. Jako pierwsze opisane sekwencje minisatelitarne nalezy wymieni¢ koniec 5’ genu
insuliny (Smith i wsp., 1990), genu mieliny (Boylan i wsp., 1987), region JH ci¢zkiego
tancucha immunoglobuliny (Silva i wsp., 1987), koniec 3’ genu CH ras (Capon i wsp.,
1983), gen a-globiny (Higgs i wsp., 1986), gen kolagenu typu Il (Stoker i wsp., 1985) i
gen apolipoproteiny B (Knott i wsp., 1986). Jednym z najbardziej polimorficznych
locus jest locus D1S7, ktorego allele o wielko$ci 1-23 kpz wykrywane sg sondg MS1,
przy czym prawie 99% osobnikéw w populacji to heterozygoty. Jednostka powtarzajaca
ztozona jest z 9 pz i nalezy przypuszczac, ze w populacji wystepuje ponad 2000 alleli,
ktore mozna wykry¢ ta sonda (Vogt, 1990; Smith i wsp., 1990; Jeffreys i wsp., 1991).
W wyniku badan hybrydyzacyjnych z sondami molekularnymi rozpoznajacymi
jednoczesnie kilkanascie loci otrzymuje si¢ dla kazdego osobnika charakterystyczny
obraz fragmentéw DNA, tzw. ,, fingerprint ” — odcisk genetyczny.

Funkcja biologiczna minisatelitarnego DNA nie zostala dotychczas wyjasniona.

Zaobserwowano jednak, ze sekwencje te wystepuja w regionach chromosomow
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odpowiedzialnych za tworzenie homologicznych par i ewentualng rekombinacje.
Niektore sekwencje powtorzone ulegaja transkrypceji, lecz nie koduja one sekwencji
aminokwasowe] biatka. Zaktada si¢, ze minisatelitarny DNA moze bra¢ udzial w
procesach regulacji transkrypcji gendow, okresla¢ trwalo$¢ transkryptu, a przede
wszystkim w istotny sposob wptywac na strukture poszczego6lnych chromosomow.

W DNA czlowieka wystepuja roéwniez powtdrzenia mono-, di-, tri- |
tetranukleotydowe. Litt i Luty (Litt i Luty, 1989) zaproponowali, aby te sekwencje, w
odrdoznieniu od sekwencji satelitarnych i minisatelitarnych, nazwa¢ mikrosatelitami. W
1991 r. Edwards i wsp. (Edwards i wsp., 1991) wprowadzili dodatkowo okreslenie STR
(ang. short tandem repeats) - krotkie powtorzenia tandemowe. Wszystkie przebadane
dotychczas sekwencje mikrosatelitarne od mononukleotydéow do tetranukleotyddow
charakteryzujg si¢ polimorfizmem. Najwczesniej do badan diagnostycznych wiaczono
sekwencje powtorzone (CA),. Inne mikrosatelity jak (A), i (AAAT), rowniez
charakteryzuja si¢ polimorfizmem 1 te ostatnie cze¢Sciej stosowane sg w badaniach
rutynowych. Obecnie przy okre§laniu pokrewienstwa najbardziej przydatne sg
sekwencje tri- i tetranukleotydowe, ktore w poréwnaniu z sekwencjami (CA), wykazujg
dwie istotne zalety - tatwiejszy rozdziat elektroforetyczny (brak koniecznosci rozdziatu
na duzych zelach sekwencyjnych) i latwiejsza identyfikacje poszczeg6élnych alleli oraz
mniejsze prawdopodobienstwo wystgpienia artefaktow przy ich amplifikacji metoda
PCR (Kwiatkowska i wsp., 1995; Kwiatkowska i Stomski, 1996; Stomski, 2008). Tri- i
tetranukleotydowe powtorzenia wystepuja co 300-500 tys. pz w chromosomie
czlowieka i1 sa rozmieszczone rownomierniec w catym genomie (okoto 10 000 loci)
(Edwards i wsp., 1991). Ta grupa powtorzen znalazta duze zastosowanie w praktyce, w
diagnostyce molekularnej, a szczegblnie w medycynie sagdowej i stanowi bardzo wazne
narzedzie w badaniach identyfikacyjnych i w dochodzeniu spornego ojcostwa. Analiza
DNA oparta o reakcje amplifikacji sekwencji mikrosatelitarnych jest technika znacznie
czulsza w poroéwnaniu z technikami klasycznymi stosowanymi w medycynie sadowe;.
Poniewaz wielko$¢ tych alleli jest mata, zwykle nie przekracza 300 pz, moga by¢ one
stosowane do badania niezabezpieczonego materiatu biologicznego, zawierajacego
zdegradowany DNA, przechowywanego nawet przez wiele lat. Frakcjonowanie
produktéw PCR w zelach poliakryloamidowych umozliwia doktadne oznaczenie alleli u
poszczegbdlnych osobnikdw i w ten sposéb mozliwe jest dokladne przesledzenie

dziedziczenia cech genetycznych u poszczegdlnych osobnikéw. Najbardziej przydatng
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technika do analizy sekwencji typu STR jest reakcja PCR typu multipleks, w ktorej
jednoczesnie amplifikuje si¢ kilka loci. Prawdopodobienstwo uzyskania identycznych
wynikow dla dwoch osobnikow maleje w miare stosowania coraz wigkszej liczby
analizowanych loci STR. W diagnostyce medycznej markery STR stosuje si¢, gdy nie
mozna w analizie bezposredniej okresli¢ rodzaju miejsca mutacji w danej chorobie
genetycznej. Analizuje si¢ wowczas dwa lub wigcej markerow sprzezonych z genem
odpowiedzialnym za okreslong jednostke¢ chorobowa w celu wykluczenia mozliwosci
rekombinacji, jak rowniez celem zapobiezenia btgdnemu odczytaniu wyniku, co moze
by¢ spowodowane nowymi mutacjami w tych sekwencjach (Stomski i wsp., 2002;

Stomski, 2008; Stomski, 2010).

1.7.2. Przygotowanie materialu biologicznego do badan molekularnych

Materiatem wyj$ciowym do izolacji DNA na potrzeby okre$lania pokrewienstwa
1 zygotycznosci moze by¢ petna krew obwodowa, komorki ptynu owodniowego,
kosmoéwka, hodowle fibroblastow, komorki nabtonka, cebulki wlosowe, plamy krwi,
nasienie, fragmenty tkanek pobranych metoda biopsji cienkoigtowej i1 szpik kostny. Jak
w kazdym tescie biologicznym, jako$¢ wyniku najbardziej zalezy od jako$ci pobranego
materiatu. Szczegdlng uwage nalezy zatem zwrdci¢ na etap pobrania materiatu,
prawidtowego oznaczenia probki, transportu, przechowywania oraz izolacji DNA przy
pomocy technik gwarantujacych wysoka wydajnos$¢ izolacji, jak 1 wysoki stopien
czystosci DNA.

W badaniach dotyczacych cztowieka najlepszym materiatem wyjSciowym przy
ustalaniu zygotycznosci jest, 1 na pewno pozostanie jeszcze przez dlugie lata, krew. Do
wykonania pelnych badan diagnostycznych wystarczy 1 ml krwi pobranej na EDTA (10
ul 10% EDTA na 1 ml krwi). Inne antykoagulanty moga by¢ rdwniez stosowane pod
warunkiem, ze nie beda interferowaty w nastgpnych etapach pracy z DNA. Izolacja
DNA powinna by¢ rozpoczeta zaraz po pobraniu materiatu. Tkanki mogg by¢
wprawdzie przechowywane w temperaturze 4°C przez kilka dni bez widocznej
degradacji DNA, jednak wskazane jest, aby materiat, ktory nie zostanie wykorzystany
do izolacji DNA w ciggu 48 godz. od pobrania zamrozi¢ i przechowywaé w
temperaturze -20 do -80°C. Przy dhluzszym przechowywaniu zaréwno wydajno$é

izolacji jak i jakos¢ DNA obniza si¢. Materiat suchy (plamy krwi jak w tescie
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Guthrie’go) mozna przechowywac¢ w kopertach, w temperaturze pokojowej, w suchym
miejscu. W przypadku oparcia badania wylacznie o reakcje PCR ilo§¢ materialu moze
by¢ bardzo zredukowana nawet do ilosci §ladowych, wystarczy wtedy 50 pl krwi.
Glownym celem izolacji  jest uzyskanie maksymalnej wydajnosci dla
wysokoczasteczkowego DNA, przy jednoczesnym oczyszczeniu preparatu DNA z
biatek 1 inhibitorow enzyméw stosowanych w nastepnych etapach pracy z DNA.
Podczas izolacji DNA z krwi obwodowej w poczatkowym etapie lizie ulegajg gtownie
komorki niezawierajace jader, ktore odrzucane sg razem z surowicg. Leukocyty sg
zbierane, przemywane, a nastgpnie lizowane. Obecnie metody izolacji DNA mozna
podzieli¢ na trzy grupy: a) izolacja DNA z zastosowaniem fenolu i chloroformu celem
odbiatczenia preparatow; b) izolacja DNA przebiegajaca poprzez wysolenie biatek z
lizatow komorek; c) izolacja DNA poprzez zwigzanie z nos$nikiem, odmycie
zanieczyszczen 1 uwolnienie DNA. Oczyszczony preparat DNA mozna przesyla¢ w
temperaturze pokojowej i przechowywac przez kilka miesigcy w temperaturze 4°C. Nie
jest zalecane czeste zamrazanie i rozmrazanie preparatow DNA ze wzgledu na mozno$¢
jego degradacji.

Wspotczesna diagnostyka molekularna przebiega glownie z zastosowaniem
analizy restrykcyjnej i amplifikacji DNA w reakcji PCR. Do analizy restrykcyjnej
nalezy przeznaczy¢ 5-10 pg DNA. Po hydrolizie enzymem restrykcyjnym prowadzi si¢
elektroforeze w 0,9% zelu agarozowym o wymiarach 20x20 cm. Po elektroforezie
wykonywana jest alkaliczna denaturacja i neutralizacja DNA, a nastepnie DNA jest
przenoszony na filtr nitrocelulozowy. Z kolei filtr poddawany jest hybrydyzacji z sonda
molekularna zawierajaca znacznik, najczesciej promieniotwoérczy izotop (*2P) lub
ligand, ktéry moze by¢ rozpoznany swoistym przeciwcialem i reakcjg kolorymetryczna.
W miejscach, w ktorych nastgpila hybrydyzacja sondy molekularnej z DNA, powstaja
charakterystyczne prazki. Badania hybrydyzacyjne stanowig nadal bardzo atrakcyjne
narzgdzie badawcze w diagnostyce molekularnej, co zawdzigczaja duzej czutosci,
krotkiemu czasowi hybrydyzacji oraz wprowadzeniu nieradioaktywnych sposobow
znakowania 1 detekcji sond molekularnych. Analiza hybrydyzacyjna jest szczegolnie
cenna dla weryfikacji wynikéw badah uzyskanych wytacznie w oparciu o metod¢ PCR
(Siemieniako i wsp., 2004). W rozprawie zaplanowano wykonywanie zaréwno

hybrydyzacji obejmujacej jednoczesng analize wielu loci (ang. multi locus system,
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MLS) — z sonda (CAC)s, jak i hybrydyzacji typu pojedynczego locus (ang. single locus
system, SLS) — z sondami MS43A i MS31.

W ostatnich latach badania hybrydyzacyjne zostaty uzupetlnione i w duzej
mierze zastgpione reakcja PCR. Technika PCR jest bez watpienia jedng z
najwazniejszych technik biologii molekularnej, stad zrozumiate jest jej natychmiastowe
zastosowanie w badaniach nad ustalaniem pokrewienstwa (Stomski i wsp., 1992;
Stomski i Kwiatkowska, 1995). Metoda PCR umozliwia specyficzng amplifikacje in
vitro wybranych odcinkéw DNA, dzigki wykorzystaniu dwodch — starterow
komplementarnych do sekwencji docelowej. Czutos¢ reakcji pozwala amplifikowaé
DNA pojedynczych genéw ponad 1 000 000 razy mimo obecnos$ci innych sekwencji.
Typowa reakcja PCR obejmuje 30 powtarzajacych si¢ cyklicznie denaturacji, wigzan
starterOw i syntez z zastosowaniem termostabilnej polimerazy. Mieszanina reakcyjna
zawiera matryce DNA, dwa startery komplementarne do matrycy i ograniczajace
dhlugo$¢ syntetyzowanego tancucha, dNTP bedace substratami reakcji i dostarczajace
energii do jej przebiegu, termostabilna polimeraze, kationy Mg®* oraz bufor. Produkty
reakcji PCR mozna analizowa¢ metodg elektroforezy w zelach agarozowych lub
poliakryloamidowych i wybarwia¢ bromkiem etydyny lub srebrem (Budowle i wsp.,
1991). Najczulszg i zarazem najkosztowniejsza metoda detekcji jest znakowanie DNA
barwnikami fluorescencyjnymi, ktérych wykorzystanie nie stanowi zagrozenia dla
zdrowia operatora, jednak wymagaja zastosowania specjalistycznego sprzetu

(automatycznych sekwenatorow DNA) (Stomski, 2008).
1.7.3. Wykorzystanie polimorfizmu DNA do okreslania zygotycznoS$ci bliznigt

Badania DNA metodg hybrydyzacji mozna podzieli¢ na dwie grupy. Pierwszg z
nich stanowi analiza pojedynczego locus (ang. single locus system, SLS), natomiast
druga grupa obejmuje jednoczesng analiz¢ wielu loci (ang. multi locus system, MLS).
Wymienione grupy badan mozna okresli¢ rowniez jako analiz¢ jednopunktowa lub
wielopunktowa (Stomski i wsp., 1994). Wnioski okreslajace pokrewienstwo lub
zygotycznos$¢ bliznigt formutowane sg na podstawie porownania wielkosci fragmentow
DNA wystepujacych u badanych osob. Dla jednoznacznego wnioskowania w oparciu o

analiz¢ jednopunktowa, konieczne jest wykonanie badan dla 3-4 niezaleznych loci.
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Alternatywnym podejsciem badawczym jest analiza multi locus, analiza
wielopunktowa. Jednym z najlepiej udokumentowanych badan z tej grupy jest
jednoczesne wykrywanie wielu fragmentow DNA przy uzyciu sondy MZ 1.3 lub
(CAC)s (Pena i1 wsp., 1992). Wysokiej informatywnosci sondy towarzyszy
skomplikowana analiza wyniku, ktéry odpowiada rozdzielonym elektroforetycznie
fragmentom DNA 1 jest swoisty dla badanej osoby (z wyjatkiem bliZnigt
jednozygotycznych, dla ktorych uktad prazkow jest jednakowy). Na poczatku lat
dziewigcdziesigtych XX wieku pojawily si¢ doniesienia wskazujace na brak modelu
genetycznego dla oszacowania wynikow uzyskanych analizg multi locus. W odpowiedzi
na krytyke pojawilty si¢ doniesienia wykazujace ogromng doktadno$¢ i wysoka
informatywno$¢ analizy wielopunktowe;.

W prowadzonych w Laboratorium Genetyki Molekularnej profesora Stomskiego
badaniach, standardowa analiza obejmuje wykonanie zarowno analizy multi locus, jak i
pojedynczego locus. W badaniach multi locus najczesciej stosowane sg enzymy Hinfl
lub Haelll i sonda (GTG)s, natomiast w badaniach pojedynczego locus wykonywane sa
analizy hybrydyzacyjne dla sond molekularnych MS31 i MS43A oraz badania metoda
PCR dla D1S80, ApoB, D17S30, DXS52, PLA2AL1(AAT),, THO1(AATG),,
CYARO4(AAAT),. Wiasne doswiadczenia z ostatnich lat wskazuja, ze najlepsze wyniki
dla okres$lenia zygotyczno$ci uzyskuje si¢ po wykonaniu jednej analizy multi locus i
dwoch analiz pojedynczego locus metoda hybrydyzacji. Badania z zastosowaniem PCR
w przypadku osob blisko spokrewnionych czesto okazuja si¢ nieinformatywne.

Diagnostyka bliznigt w oparciu o badania DNA nie tylko daje rozstrzygajaca
odpowiedz na temat zygotycznos$ci blizniat, ale rowniez poszerza nasza wiedz¢ na temat
mechanizméw powstawania cigz blizniaczych. Badania DNA daja niezaprzeczalny
dowdd na istnienie zjawiska nadptodnienia. Girela i wsp. (Girela i wsp., 1997) opisuje
przypadek blizniat pici zenskiej, ktore urodzity si¢ w 35 tygodniu cigzy. R6znica wagi
pomiedzy dziewczynkami wynosita 350 gramow. Na podstawie wykonanych badan,
obejmujacych analiz¢ sekwencji polimorficznych metodami PCR i RFLP, wykluczono
ojcostwo me¢za matki bliznigt w stosunku do drugiego noworodka, natomiast w
stosunku do pierwszego potwierdzono jego ojcostwo z prawdopodobienstwem
99,9999998%. Badania potwierdzily pokrewienstwo matki w stosunku do obu
dziewczynek (wykluczenie zamiany drugiego dziecka po porodzie). Po zapoznaniu si¢ z

wynikami badaf, matka przyznala, ze wspotzyla z mezem i1 innym mezczyzng, w
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krotkim odstgpie czasu, zanim stwierdzila, ze jest w cigzy. Inny przypadek bliZnigt
posiadajacych dwoch ojcow opisano w 2003 r. W tym przypadku wykonano w
pierwszej kolejnosci standardowe badania serologiczne, jednak dopiero wynik badania
DNA wykluczyt ojcostwo badanego mezczyzny w stosunku do jednego z bliznigt, a
potwierdzit w stosunku do drugiego dziecka (Lebeau-Le Guiner i wsp., 2003).

W 2008 r. w Wielkiej Brytanii urodzity si¢ po raz drugi w tej samej rodzinie
blizniaczki réznigce si¢ kolorem skory. Badania DNA potwierdzity, ze obydwie pary

dziewczynek majg tego samego ojca.
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2. CEL ROZPRAWY

Cigze wieloptodowe pojawiajg si¢ samoistnie u cztowieka z czgstoscig 1,05-
1,35%. Szczegodlnie czgsto rodzg si¢ bliznieta - raz na 80 porodow, co oznacza, ze jeden
na 40 noworodkow jest blizniakiem. Przyjmuje si¢, ze cigze blizniacze stanowig
poczatkowo do 75% wszystkich cigz, przy czym donoszone zostaje tylko 5%, pozostate
cigze koncza si¢ jako cigze pojedyncze. Czgstos¢ wystepowania spontanicznych cigz
mnogich w ostatnich latach maleje. Obecny poziom wiedzy medycznej pozwala na
rozwigzanie wielu probleméw zwigzanych z rozwojem cigz wieloptodowych, jednak
etiologia ich powstawania w wielu punktach pozostaje nadal w sferze domystow i
stanowi jedno z bardziej interesujacych zagadnien w etiologii rozrodu cztowieka. W

rozprawie doktorskiej postawiono nastepujace cele:

1. Gléwnym celem badan bedzie ocena zmienno$ci genetycznej U 200 par bliznigt
jednozygotycznych i dwuzygotycznych.

2. Celem dodatkowym be¢dzie okreSlenie zygotycznosci bliznigt i wystepowania
chimeryzmu krwi.

3. Trzecim celem bedzie zaproponowanie najskuteczniejszej metody oceny

zygotycznosci blizniat.
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3.1.  Materialy

3.1.1. Odczynniki i roztwory

10, 80, 96% alkohol etylowy

40% akryloamid

2% metylenobisakryloamid

20% akryloamid/metylenobisakryloamid (29:1)

20% akryloamid/metylenobisakryloamid (49:1)

99% N,N,N’,N’-tetrametylo-etylenodiamina (TEMED)

10% nadsiarczan amonu (APS)

1% HNO;

0,2% roztwor azotanu srebra (AgNO3)

10% kwas octowy

80% izopropanol

Chloroform

Deoksynukleotydy (ANTP) (Fermentas, Sigma)

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy

Marker wielkosci 50-500 (Amersham Biosciences)

Marker wielkosci MegaBACE ET550-R Size Standard (GE Healthcare Life
Sciences)

Marker wielkosci A/EcoRI1+HindlIlI

Mieszanina fenolu, chloroformu i alkoholu izoamylowego (25:24:1)
Weglan sodu (Na,COg)

Roztwor bromku etydyny (5 mg/ml)

Roztwor obcigzajacy do probek MegaBACE (GE Healthcare Life Sciences)

Roztwor do denaturacji DNA:

- 1,5 M NaCl
- 0,5 M NaOH
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Roztwor do neutralizacji (pH 7,2):
- 0,5M Tris-HCI
- 1,5 M NaCl
- 0,001 M EDTA

Roztwor GTC do izolacji DNA (pH 7,4):
- 4 M izotiocyjanian guanidyny
- 25 mM cytrynian sodu
- 0,5% sarkozyl
- 0,1 M 2-merkaptoetanol

Roztwor obcigzajgcy 6x SUC:
- 0,25% bilekit bromofenolowy
- 0,25% ksylencjanol

- 40% (wi/v) sacharoza w wodzie

Roztwor obcigzajgcy do SSCP:
- 99% formamid
- 1% bufor 6x SUC

Roztwor obcigzajgcy do rozdziatu na zestawie ALFExpress:
- 99,5% formamid
- 0,5% biekit dekstranu

Roztwor stop:
- 10 mM EDTA
- 15% fikol 400

- oranz G (niewielka ilo§¢ do uzyskania zabarwienia roztworu)

3.1.2. Bufory

Bufor TBE (10x stgzony):
- 890 mM Tris
- 890 mM H3BO;
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- 20 MM EDTA (pH 7,4-7,8)

Bufor do lizy komorek:
155 mM NH,CL
- 10 MM KHCO3
- 0,1 mM NaEDTA (pH 7,4)

Bufor do hybrydyzacji DNA z sondg molekularng:

- 5x SSPE
- 0,1% SDS

Bufor 20x SSPE (pH 7,0):
- 210,49 NaCl
- 31,2 g NaH,PO4x2H,0
- 7,4 g Na,EDTA
- H,O do 1000 ml

Bufor 20x SSC (pH 7,0):
- 175,3g NaCl
- 88,2 g cytrynian sodu
- H,O do 1000 ml

Bufor do PCR — 10x Bufor (Finnzymes, Sigma)

3.1.3. Zestawy komercyjne

detekcje polimorfizmu 16 loci (15 loci STR i amelogeniny).

3.1.4. Enzymy

Polimeraza Taq 2 jedn./ul DyNAzyme I1I (Finnzymes)

MATERIALY I METODY

Zestaw GenePrint PowerPlex 16 (Promega) umozliwiajacy jednoczesng amplifikacje i

Zestaw do sekwencjonowania DYEnamic™ ET Dye Terminator Kit (MegaBACE™, GE
Healthcare Life Sciences) (MIX).
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Polimeraza Taq z Thermus aquaticus 5 jedn./ul (Sigma)
Hinfl (10 jedn./1 ul) (Fermentas)
Hindlll (10 jedn./1 ul) (Fermentas)

3.1.5. Zele agarozowe i poliakryloamidowe

0,8% zel agarozowy (100 ml):

0,8 g agaroza (Sigma)
100 ml IXxTBE
5 pl roztworu bromku etydyny (5 mg/ml)

1,5% zel agarozowy (100 ml):

1,5 g agaroza (Sigma)
100 ml 1xTBE
5 ul roztworu bromku etydyny (5 mg/ml)

8% zel poliakryloamidowy do HD (70 ml):

28 ml 20% akryloamid/metylenobisakryloamid (29:1)
7 ml 10x TBE

35 ml H,0

70 ul TEMED

700 pl 10% APS

8% zel poliakryloamidowy do SSCP (70 ml):

28 ml 20% akryloamid/metylenobisakryloamid (49:1)
4 ml glicerol

3,510x TBE

34,5 H,0

70 ul TEMED

700 pl 10% APS

6% zel do rozdziatu na zestawie ALFExpress (40 ml):

6 ml 40% akryloamid
6 ml 2% bisakryloamid
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- 16,8 g 7 M mocznik

- woda do objetosci 40 ml
- 35 ul TEMED

- 140 pl APS

3.1.6. Aparatura

Aparat do elektroforezy poziomej (zel 12x12, 20x20, 38x21)
Kotyska do inkubacji zeli PA Heido Polymax 2040
Sekwenator ALFEXxpress (Amersham Biosciences)
Sekwenator MegaBACE (GE Healthcare Life Sciences)
Suszarka do zeli PA Heto Dry GD-I

Spektrofotometr Ultrospec 2000 (Amersham Biosciences)
Spektrofotometr NanoDrop ND2000 (ThermoScientific)
Piec do hybrydyzacji

Termocykler Biometra Personal Cycer

Termoblok Termostat 5320 Eppendorf

Wiroéwka Sorvall RT7

Wiréwka 5417R Eppendorf

Wirowka 5804R Eppendorf

Wstrzgsarka IKA Labortechnik

Zasilacz Bio Rad Power Pac

Zestaw do dokumentacji wynikow Vilber Lourmat

3.1.7. Material biologiczny

Materiat biologiczny stanowita krew pepowinowa pobrana od 200 par bliznigt
urodzonych w Ginekologiczno-Potozniczym Szpitalu Klinicznym Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu, Oddziale Potozniczo-Ginekologicznym Wojewodzkiego
Szpitala Zespolonego im. Ludwika Perzyny w Kaliszu oraz DNA bliznigt
przechowywane w Banku DNA Laboratorium Genetyki Molekularnej prof. dr hab.
Ryszarda Stomskiego. Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej
przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu - uchwata nr
764/09 z 08 pazdziernika 2009 r.
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3.2.  Metody

3.2.1. lzolacja DNA

DNA izolowano z zastosowaniem izotiocyjanianu guanidyny (GTC). W tym
celu pobrano 5 ml krwi pgpowinowej do probowek zawierajacych 50 pl 10% EDTA
(stezenie koncowe 0,1%), dodawano 25 ml buforu do lizy, mieszano i inkubowano
przez 30 min. w temperaturze 0°C. Lizat wirowano w wirowce Sorvall RT6000B, 2500
rpm przez 15 min. w temperaturze 4°C, odrzucano supernatant a osad zawieszano w 500
pl buforu do lizy i dokladnie mieszano. Dodawano 2 ml GTC, doktadnie mieszano,
inkubowano przez 15 min. w temperaturze 0°C. Nastepnie dodawano 2,5 ml mieszaniny
fenol:chloroform:alkohol izoamylowy (25:24:1) o pH 8,0, dokfadnie mieszano,
wirowano w wirowce Sorvall, 3000 rpm przez 15 min. w temperaturze 4°C i zbierano
supernatant. Do supernatantu dodawano 2,5 ml chloroformu, doktadnie mieszano,
wirowano w wirowce Sorvall, 3000 rpm przez 15 min. w temperaturze 4°C i zbierano
supernatant. Do zebranego supernatantu dodawano 5 ml etanolu (-20°C) i po
zwirowaniu zbierano osad. Osad przemywano 1 ml 80% etanolu, suszono w

temperaturze 37°C i rozpuszczano DNA w 300 pl sterylnej wody.

3.2.2. Ocena ilosciowa i jakoSciowa preparatéw DNA

Stezenie DNA okreslano poprzez pomiar absorpcji $wiatta UV. Do pomiaru
spektrofotometrycznego preparaty rozcieniczano 100 razy sterylng woda. Po kalibracji
spektrofotometru odczytywano punktowo warto$¢ absorpcji (A) przy 260, 280 i 320
nm. Stezenie dwuniciowego DNA (C) obliczano wedlug wzoru:

C (ng/ml) = (A260-As20) X 50 x rozcienczenie

Czystos¢ DNA jest wyrazana stosunkiem warto$ci absorbcji Azgo d0 Aggp, ktory
Swiadczy o zanieczyszczeniu preparatow kwasow nukleinowych biatkami. Wartos¢
wspotczynnika Azeo/Azgo migdzy 1,8-2,0 oznacza, ze preparaty sg wystarczajaco
0Czyszczone, natomiast warto$¢ rowna 1,5 oznacza, ze preparat zawiera 50% biatka.

Jakos¢ DNA okreslano rowniez po frakcjonowaniu preparatow DNA w 0,8%
zelu agarozowym poprzez ocen¢ ich migracji. DNA wysokoczasteczkowy migruje w

postaci zwartego prazka o wielkosci ponad 50 kpz, bez widocznych smug.
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3.2.3. Hybrydyzacja DNA z sondami molekularnymi
Przygotowanie sondy molekularnej

Sondy molekularne znakowano izotopem y[**P]JATP (5000 Ci/mM) stosujac
kinaz¢ polinukleotydowa faga T4 (PNK). Pobierano 1 pl oligonukleotydowej sondy
(CAC)s, MS31 lub MS43A o stgzeniu 10 pmoli/ul, 1 pl 10x stezonego buforu dla
kinazy, 5 ul y[**P]JATP (50 uCi), 2 ul H,O oraz 1 pl kinazy (10 jedn./ul). Catkowita
objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 10 pl. Mieszaning reakcyjna inkubowano
przez 1 godz. w temperaturze 37°C. Nieprzytaczone do sondy radioaktywne nukleotydy
oddzielano od sondy na kolumience wypeionej zelem Sephadex G-50 Medium. W
tym celu, po zakonczeniu znakowania, mieszanin¢ reakcyjng naktadano na kolumng i
przemywano 10 porcjami po 120 ul H,O. Zbierano frakcje 6-9 (okoto 500 ul). Poziom
znakowania radioaktywnego mierzono licznikiem Geigera-Miillera. Oczyszczong w ten

sposob sonde stosowano do hybrydyzacji lub przechowywano w temperaturze -20°C.
Przygotowanie DNA do hybrydyzacji z sondg molekularng

Do analizy restrykcyjnej pobierano 20 ul DNA o stezeniu 0,5 pg/ul, dodawano 3
ul enzymu restrykcyjnego Hinfl (10 jedn./ul), 3 ul 10 razy buforu do hydrolizy i
uzupetniano woda do objetosci koncowej 30 pl. Mieszaning reakcyjng przygotowywano
na lodzie. Hydroliz¢ prowadzono przez 5 godz. w temperaturze 37°C. Po zakonczeniu
inkubacji sprawdzano czy nastgpita petna hydroliza DNA poprzez elektroforeze w 1%
zelu agarozowym. W tym celu pobierano 5 pl mieszaniny, dodawano do roztworu
obcigzajacego 1 naktadano na 1% zel agarozowy. Elektroforez¢ prowadzono przy
napieciu 80 V/cm przez 1 godzing.

Dla celow analitycznych hydrolizowany DNA rozdzielano w 0,9% zelu
agarozowym z 0,1% hydroksyetylenoceluloza (HEC), o wymiarach 20x20 cm.
Elektroforeze prowadzono w buforze 1x TBE przez 48 godz. pod napigciem 40 V (2
V/cm). Roéwnolegle z probkami DNA nanoszono standard wielkosci DNA faga A
hydrolizowany enzymem restrykcyjnym HindIIl. Po elektroforezie zel umieszczano w
naczyniu zawierajagcym 500 ml H,O z 25 pl bromkiem etydyny (0,5 mg/ml), barwiono

przez 10 min., a nastepnie fotografowano.
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Hybrydyzacja

Po wybarwieniu 1 wykonaniu dokumentacji przygotowywano zel do
hybrydyzacji z sondg molekularng. W tym celu umieszczano zel na wytrzasarce w
ptaskim naczyniu zawierajagcym 500 ml 1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH na 1 godz. celem
denaturacji. Zel przemywano woda, nastepnie dodawano roztwor do neutralizacji (0,5
M Tris-HCI, 1,5 M NaCl, 1 mM EDTA, pH 7,2) i inkubowano przez 1-1,5 godz.
Kolejny etap stanowito suszenie zelu w temperaturze 45°C przez 1 godz.

Lekko wilgotny zel przenoszono do duzej probdéwki hybrydyzacyjnej i
rozwijano na jej $ciankach. Dodawano 25 ml buforu do hybrydyzacji (5x SSPE, 0,1%
SDS). Cato$¢ umieszczano w piecu do hybrydyzacji i prowadzono prehybrydyzacje
przez 1-15 godz. w temperaturze 45°C. Nastepnie bufor zastgpowano nowym,
zawierajacym wyznakowang sond¢ molekularng. Hybrydyzacje prowadzono w
temperaturze 45°C przez 18-20 godz.

Nastepnie do naczynia wlewano zimny roztwor 5x SSC i silnie wstrzagsano w
celu uwolnienia zelu ze $cianek naczynia hybrydyzacyjnego. Zel przenoszono do
ptaskiego naczynia, dodawano roztwor 5x SSC i plukano tagodnie kotyszac przez 30
min. Nastgpnie zlewano bufor, zastgpowano go roztworem 2x SSC, 0,1% SDS i
phukano 30 min.

Tak przygotowany zel odsaczano na bibule, zamykano miedzy dwiema
warstwami folii na zgrzewarce i poddawano autoradiografii przez 24 godz. w

temperaturze -80°C.
3.2.4. Reakcja lancuchowa polimerazy (PCR)
Analiza powtdrzen tri- i tetra nukleotydow w DNA
W niniejszej rozprawie przeprowadzono analiz¢ polimorfizmu powtorzen
mikrosatelitarnych dla nastgpujacych genow: fosfolipazy trzustkowej, cytochromu

P450, peroksydazy z tarczycy, hydroksylazy tyrozynowej oraz czynnika von
Willebrandta (tabela 5).
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W analizie polimorfizmu powtdrzenia mikrosatelitarnego (AAT)n w genie

fosfolipazy trzustkowej PLA2A1(AAT)n wykorzystano startery:

PLA2A1F  5’-Cy5-GGTTGTAAGCTCCATGAGGTTAGA-3’

PLA2AIR  5’-TTGAGCACTTACTATGTGCCAGGCT-3’

Wielko§¢ amplifikowanych fragmentow wynosita od 118 do 139 pz. Zastosowano
nastepujacy sktad mieszaniny reakcyjnej: 10,9 pl wody, 2 pl 10x buforu do PCR, po 0,3
ul 50 pmoli/ul starterow PLA2ATF-Cy5 1 PLA2AI1R (0,75 pmoli/ul starteréw), 1,3 pl 5
mM dNTP (0,325 nmoli/ul), 0,2 ul polimerazy Taq o st¢zeniu 5 jedn./ul (0,05 jedn./ul)
oraz 5 pul DNA o stezeniu 25 ng/ul (6,25 ng/ul). Catkowita objetos¢ mieszaniny
reakcyjnej wynosita 20 pl.

W analizie polimorfizmu powtorzenia mikrosatelitarnego (AAAT)n w genie
cytochromu P450 CYARO(AAAT)Nn wykorzystano nastepujace sekwencje starterow:
CYP19F 5’-Cy5-GGTAAGCAGGTACTTAGTTAGCTAC-3’

CYP19R 5’-GTTACAGTGAGCCAAGGTCGTGAG-3’

Wielko$¢ amplifikowanych fragmentéw wynosita od 173 do 201 pz. Zastosowano
nastepujacy sktad mieszaniny reakcyjnej: 10,9 ul wody, 2 ul 10x buforu do PCR, po 0,3
ul 50 pmoli/ul starterow CYP19F-Cy5 i CYP19-R, 1,3 pwl 5 mM dNTP, 0,2 ul
polimerazy Taq o stezeniu 5 jedn./ul oraz 5 pul DNA o stezeniu 25 ng/ul. Catkowita
objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 20 pl.

W analizie polimorfizmu powtérzenia mikrosatelitarnego (AATG)n w genie
peroksydazy z tarczycy TPOX wykorzystano nastgpujace sekwencje starterow:

TPOX F 5’-Cy 5-ACTGGCACAGAACAGGCCTTAGG-3’

TPOX R 5’-GGAGGAACTGGGAACCACACAGGT-3’

Wielkos¢ amplifikowanych fragmentow wynosita od 220 do 256 pz. Zastosowano
nastepujacy sktad mieszaniny reakcyjnej: 10,9 pl wody, 2 pl 10x buforu do PCR, po 0,3
pl 50 pmoli/pl starterow TPOX F-Cy5 i TPOX R, 1,3 pul 5 mM dNTP, 0,2 pl polimerazy
Taq o stezeniu 5 jedn./ul oraz 5 ul DNA o stezeniu 25 ng/ul. Catkowita objetosé
mieszaniny reakcyjnej wynosita 20 pl.

W analizie polimorfizmu powtorzenia mikrosatelitarnego (AATG)n w genie
hydroksylazy tyrozynowej THO1 wykorzystano nastepujgce sekwencje starterow:

THOL F 5’-Cy5 GTGGGCTGAAAAGCTCCCGATTAT-3
THO1R 5-ATTCAAAGGGTATCTGGGCTCTGG-3’
Wielko§¢ amplifikowanych fragmentow wynosita od 179 do 203 pz. Zastosowano

nastepujacy sktad mieszaniny reakcyjnej: 10,9 ul wody, 2 pl 10x buforu do PCR, po 0,3
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pl 50 pmoli/pl starterow THOI F-Cy5 i THO1 R, 1,3 pl 5 mM dNTP, 0,2 pl polimerazy
Taq o stezeniu 5 jedn./ul oraz 5 ul DNA o stezeniu 25 ng/ul. Catkowita objgtosée
mieszaniny reakcyjnej wynosita 20 pl.

W analizie polimorfizmu powtdrzenia mikrosatelitarnego (AGAT)n w genie

czynnika von Willebrandta VWFA wykorzystano nastgpujace sekwencje starterow:
VWFA31F 5’-Cy5-GGACAGATGATAAATACATAGGATGGATGG-3’
VWFA31 R 5-CCCTAGTGGATGATAAGAATAATC-3’
Wielkos¢ amplifikowanych fragmentow wynosita od 134 do 162 pz. Zastosowano
nastepujacy sktad mieszaniny reakcyjnej: 10,9 ul wody, 2 ul 10x buforu do PCR, po 0,3
ul 50 pmoli/ul starterow VWFA31 F-Cy5 1 VWFA31 R, 1,3 ul 5 mM dNTP, 0,2 ul
polimerazy Taq o stezeniu 5 jedn./ul oraz 5 pl DNA o stezeniu 25 ng/ul. Catkowita
objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 20 pl.

Reakcje PCR przeprowadzano w nastepujacych warunkach: denaturacja wstgpna
w temperaturze 94°C przez 300 sekund, denaturacja w temperaturze 92°C przez 30
sekund, wigzanie starterow W temperaturze 58°C przez 45 sekund, synteza W
temperaturze 72°C przez 120 sekund, synteza koncowa w temperaturze 72°C przez 300
sekund, produkt PCR przechowywano do wytaczenia termocyklera w temperaturze 4°C.
Reakcja PCR prowadzona w termocyklerze Biometra obejmowata 26 cykli dla analizy
polimorfizméw gendéw fosfolipazy trzustkowej, cytochromu P450, peroksydazy z
tarczycy oraz hydroksylazy tyrozynowej, natomiast do analizy polimorfizmu
powtorzenia mikrosatelitarnego (AGAT)n w genie czynnika von Willebrandta

stosowano 33 cykle.

Amplifikacja regionu D mitochondrialnego DNA czlowieka

Material do analizy mtDNA cztowieka stanowil catkowity DNA komoérkowy,
wyizolowany z leukocytow krwi pgpowinowej. W analizie polimorfizmu mtDNA
wykorzystano nastepujace sekwencje starterow:

H2 (H16401) 5’-TGATTTCACGGAGGATGGTG-3’
L2 (L15997tRNA-Pro) 5’-CACCATTAGCACCCAAAGCT-3
Wielkos¢ amplifikowanych fragmentow wynosita 443 pz. Zastosowano nastepujacy
sktad mieszaniny reakcyjnej: 10,9 ul wody, 2 pl 10x buforu do PCR, po 0,3 ul 10
pmoli/pl starterow H2 1 L2 (0,15 pmoli/pul starterow), 1,3 pul 5 mM dNTP (0,325
nmoli/ul), 0,2 ul polimerazy Taq o st¢zeniu 5 jedn./ul (0,05 jedn./ul) oraz 5 ul DNA o
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stezeniu 25 ng/ul (6,25 ng/ul). Catkowita objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 20
ul.

Reakcje PCR przeprowadzano w nastgpujacych warunkach: denaturacja wstepna
w temperaturze 94°C przez 300 sekund, denaturacja w temperaturze 92°C przez 45
sekund, wigzanie starterow W temperaturze 48°C przez 45 sekund, synteza w
temperaturze 72°C przez 90 sekund, synteza koncowa w temperaturze 72°C przez 300
sekund, produkt PCR przechowywano do wytaczenia termocyklera w temperaturze 4°C.

Reakcja PCR prowadzona w termocyklerze Biometra obejmowata 30 cykKili.

3.2.5. Rozdzial produktéw reakcji PCR w zelu agarozowym

Fragmenty mtDNA, uzyskane w reakcji PCR ze starterami H2/L2, rozdzielano
w 1,5% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny przez okoto 30 minut przy
napieciu 100 V w buforze TBE. Na Zel naktadano 5 pl produktu zmieszanego z 5 pl
roztworu stop. Na jedng ze Sciezek naktadano 2 pl markera wielkosci. Ocene rozdziatu

przeprowadzano na transiluminatorze UV.

3.2.6. Rozdzial produktéw reakcji PCR na zestawie ALFExpress

Produkty reakcji PCR dla genéw: fosfolipazy trzustkowej (HUMPLA2AL),
cytochromu P450 (HUMCYP19), czynnika von Willebrandta (HUMVWF), peroksydazy
z tarczycy (HUMTPOX) i hydroksylazy tyrozynowej (THO1) frakcjonowano na
zestawie ALFExpress. Rozdzial w zelu poliakryloamidowym oraz komputerowa analiza
otrzymanych wynikéw umozliwia doktadne oznaczenie alleli 1 okreslenie zygotycznos$ci
bliznigt. Do 1,5 pl produktu PCR dodawano 6 pl buforu obcigzajacego do rozdziatu na
zestawie ALFExpress. Bufor obcigzajacy zawieral wzorce dtugosci 113 i 268 pz.
Mieszanine denaturowano przez 5 minut w temperaturze 94°C, po czym gwaltownie
schtadzano na lodzie. FElektroforeze prowadzono w denaturujacym, 6% zelu
poliakryloamidowym o stosunku akryloamidu do metylenobisakryloamidu 29:1.
Rozdziat przeprowadzano w temperaturze 55°C w 0,6x stezonym buforze TBE. Na
zestawie ALFExpress detekcja nastepuje przez wzbudzenie 1 pomiar fluorescencji
znacznika Cy5, ktérym wyznakowany jest jeden ze starteréw do reakcji PCR.
Komputerowa analiz¢ wynikéw wykonywano za pomocg oprogramowania dotaczonego

do urzadzenia.
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3.2.7. Wykrywanie polimorfizméw metoda PCR-HD

Probki do analizy metodg heterodupleksow przygotowano dodajac do 2 pl
produktu PCR 4 ul buforu do HD. Mieszaning denaturowano przez 5 minut w
temperaturze 95°C, a nastgpnie inkubowano przez 1 godzing w temperaturze 65°C. Na
zel naktadano 8 pl mieszaniny. Elektroforeze prowadzono w niedenaturujagcym, 8% zelu
poliakryloamidowym o stosunku akryloamidu do metylenobisakryloamidu 29:1.
Rozdziat przeprowadzano w temperaturze pokojowej przy statym napieciu 90 V.
Rozdziat prowadzono w buforze TBE przez 16 godzin. Po rozdziale fragmenty DNA

uwidaczniano przez barwienie srebrem.

3.2.8. Barwienie DNA srebrem

Po zakonczeniu elektroforezy zel umieszczano w naczyniu szklanym lub
plastikowym, w 300 ml 10% etanolu i tagodnie kotysano przez 15 min. Nast¢pnie
usuwano etanol, przeplukiwano zel woda i dodawano 300 ml 1% kwasu azotowego.
Inkubowano z fagodnym kotysaniem przez 10 minut, po czym usuwano kwas azotowy i
przeptukiwano zel woda. Barwienie przeprowadzano w 300 ml 0,2% azotanu srebra z
dodatkiem 300 ul formaldehydu, inkubujac zel z tagodnym kotysaniem przez 30 min.
Nastgpnie usuwano azotan srebra, a zel kilkakrotnie doktadnie ptukano w duzej
objetosci wody. Do wywotywania przygotowywano 1000 ml 3% roztworu weglanu
sodu z dodatkiem 500 pl formaldehydu. Roztwor dodawano porcjami po ok. 100 ml.
Roztwor wymieniano na $wiezy, gdy zaczynal ciemnie¢. Reakcje przerywano przez
plukanie Zelu przez 10 min. w 10% kwasie octowym, a nastepnie 2 razy w wodzie.
Wybarwiony Zel przenoszono na wilgotng bibut¢ Whatman 3mm i przykrywano dobrze
zwilzong folig celofanows. Zel suszono w suszarce préozniowej w temperaturze 80°C
przez 45 minut. Roztwor weglanu sodu przygotowywano na $wiezo, formaldehyd

dodawano do roztworow tuz przed uzyciem.

3.3. Analiza zygotyczno$ci blizniat metoda multipleks PCR z zastosowaniem

zestawu PowerPlex 16

Do oceny zygotycznosci bliznigt stosowano zestaw PowerPlex 16 firmy

Promega, ktory jest powszechnie wykorzystywany do genotypowania dla potrzeb
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medyczno-sadowych. W pierwszym etapie, po dokladnym oznaczeniu, naktadano do
probéwek 2 pl roztworu DNA (0,5-1 ng). Zastosowano nastepujacy sktad mieszaniny
reakcyjnej: 17,2 ul wody, 2,5 ul buforu do PCR PowerPlex 16, 2,5 ul starteréw
PowerPlex 16, 0,8 ul polimerazy DNA Gold o st¢zeniu 5 jedn./ul oraz 2 ul DNA o
stezeniu 0,25-0,5 ng/ul. Catkowita objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 25 pl.

Reakcje multipleks PCR przeprowadzano w nast¢pujacych warunkach:
denaturacja wstepna W temperaturze 95°C przez 660 sekund, denaturacja w
temperaturze 96°C przez 60 sekund, denaturacja w temperaturze 94°C przez 30 sekund,
wigzanie starterow W temperaturze 60°C przez 30 sekund, synteza w temperaturze 70°C
przez 45 sekund. Ta czg$¢ reakcji obejmowata 10 cykli. Denaturacja w temperaturze
90°C przez 30 sekund, wigzanie starterow W temperaturze 60°C przez 30 sekund,
synteza w temperaturze 70°C przez 45 sekund, liczba cykli 22, synteza koncowa w
temperaturze 60°C przez 1800 sekund. Produkt PCR przechowywano do wytaczenia
termocyklera w temperaturze 4°C. Reakcje PCR prowadzono w termocyklerze MJ.

Wazng czg¢$¢ stanowito sprawdzenie wyniku reakcji multipleks PCR poprzez
uwidocznienie rozdziatu produktow reakcji PCR w zelu agarozowym. Dla wykonania
rozdzialu metoda elektroforezy kapilarnej przygotowywano 5 pul mieszaniny
zawierajacej 2 pl oczyszczonego produktu PCR, 2,75 ul roztworu obcigzajacego do
probek (MegaBACE™ Loading solution) i 0,25 pl markera wielkosci MegaBACE
ET550-R Size Standard. Probke ogrzewano w temperaturze 95°C przez 3 minuty,
nastepnie chtodzono na lodzie przez 3 minuty i przeprowadzano elektroforeze kapilarng
z wykorzystaniem sekwenatora MegaBACE. Uzyskane wyniki analizowano z
zastosowaniem oprogramowania MegaBACE Fragment Profiler v2.2 (GE Healthcare
Life Sciences).

Drabiny alleli umozliwiaja genotypowanie poszczego6lnych probek prowadzac
do uzyskania profilu DNA. W systemie analizowane sg nast¢pujace loci: Penta E,
D18S51, D21S11, THO1, D3S1358, FGA, TPOX, D8S1179, vWA, amelogenina, Penta
D, CSF1PO, D16S539, D7S820, D13S317 oraz D5S818 (tabela 6). Startery reakcji PCR
dla Penta E, D18S51, D21S11, THO1 i D3S1358 s3 znakowane fluoresceing (FL);
startery dla FGA, TPOX, D8S1179, VWA i amelogeniny sg znakowane karboksy-
tetrametylorodaming (TMR); startery dla Penta D, CSF1PO, D16S539, D7S820,
D13S317 i D5S818 sa znakowane 6-karboksy-4’,5’-dichloro-2’,7’-dimetoksy-
fluoresceing (JOE). Wszystkie 16 loci podlegaja jednoczesnej amplifikacji typu
multipleks i powstate produkty PCR sa rozdzielane w pojedynczej kapilarze.
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Tabela 6. Zestawienie polimorficznych loci typu STR wykorzystanych do okreslenia
zygotycznosci blizniat (Stomski i wsp., 2008).

-_—_
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THO1 THO1
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4028 FIBRA TTTC
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4. WYNIKI

4.1. Analiza jadrowego DNA

Po wyizolowaniu DNA z leukocytow krwi pegpowinowej metoda z GTC
wykonano dla wszystkich bliznigt analizy polimorfizmu DNA zaréwno poprzez
hybrydyzacje z sonda molekularng, jak 1 w oparciu o metode PCR. Badania
hybrydyzacyjne obejmowaly analiz¢ pojedynczego locus: D7S21 (7p22) i D12S11
(12924.3) oraz jednoczesng analiz¢ wielu loci, przy uzyciu sondy (CAC)s. Poprzez
hybrydyzacj¢ z sondg (CAC)s otrzymano dla kazdego z bliznigt charakterystyczny wzor
prazkowy, tzw. odcisk genetyczny. Przy pomocy metody PCR wykonano analizy
polimorfizmu DNA w obrebie krotkich powtorzen tandemowych (STR) dla
nastepujacych genow: fosfolipazy trzustkowej (PLA2A1, 12g23), cytochromu P450
(CYARO, 15021.1), czynnika von Willebrandta (VWF, 12p13), peroksydazy z tarczycy
(TPOX, 2p23) i hydroksylazy tyrozynowej (THO1, 11p15.5). Lacznie przeprowadzono

analizy loci zlokalizowanych na 5 r6znych chromosomach.

4.1.1. Odcisk genetyczny

Okreslenie zygotycznos$ci metoda odcisku genetycznego (DNA fingerprinting)
przeprowadzono dla kazdej pary bliznigt. Badanie wykonano z zastosowaniem
hybrydyzacji z sonda molekularng (CAC)s, znakowang *?P. W tym celu DNA
hydrolizowano enzymem restrykcyjnym Hinfl, rozdzielano w 0,9% zelu agarozowym
zawierajacym 0,1% HEC, a nastgpnie wykonywano hybrydyzacj¢ bezposrednio z DNA
unieruchomionym w zelu. Sond¢ znakowano na koficu 5° zgodnie z procedurg
znakowania oligonukleotydow opisang w rozdziale 3.2.3. Koncowy wynik uzyskiwano
po odmyciu sondy i wykonaniu autoradiografii. Na ryc. 3. przedstawiono przyktadowy
wynik hybrydyzacji. Metoda DNA fingerprinting umozliwia jednoczesng analize ponad
70 loci, pozwalajac jednoczesnie na okreslenie pokrewienstwa badanych osob, a w
przypadku analizy bliznigt na okreslenie ich zygotycznosci. Wystepowanie
identycznego odcisku genetycznego wskazuje na jednozygotycznos¢ pary blizniat, ktore

wykazuja 100% wspolnych cech.
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Ryc. 3. Okreslanie zygotycznosci blizniat metoda odcisku genetycznego.

Po hydrolizie DNA enzymem restrykcyjnym Hinfl i rozdziale elektroforetycznym w 0,9% zelu
agarozowym wykonano hybrydyzacj¢ z sondg molekularng (CAC)s, a nastgpnie autoradiografie.
Pary bliZniat jednozygotycznych — 145, dwuzygotycznych — 142, 143, 144, 146 i 147.
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4.1.2. Oznaczenie zygotycznosci blizniat metoda hybrydyzacji z sonda
molekularnag MS31

Metode hybrydyzacji wykorzystano rowniez do analizy polimorfizmu sekwencji
minisatelitarnego DNA w pojedynczym locus. Obecnos¢ identycznych alleli u bliznigt
w danym locus nie moze jednak jednoznacznie $wiadczy¢ o jednozygotycznoSci
badanych dzieci. Na podstawie analizy jednego locus nie mozna wykluczyé
dwuzygotycznosci. Dopiero potaczenie wynikéw analiz kilku loci umozliwia
jednoznaczne wnioskowanie.

Do analizy wykorzystano ten sam zel, ktoéry zostat przygotowany do analizy
metoda odcisku genetycznego. Zamiast sondy (CAC)s, ktora rozpoznaje wiele loci,
zastosowano znakowang izotopem sond¢ molekularng MS31, komplementarng do locus
D7S21, zlokalizowanego na chromosomie 7. Przyklad analizy rozrozniajacej

zygotycznos$¢ bliznigt przedstawiono na ryc. 4.

4.1.3. Oznaczenie zygotyczno$ci blizniat metoda hybrydyzacji z sondag
molekularna MS43A

Metod¢ hybrydyzacji zastosowano do analizy locus D12S11 z zastosowaniem
specyficznej sondy MS43A. Podobnie jak w przypadku hybrydyzacji z sondg MS31,
wystepowanie identycznych alleli nie moze $wiadczy¢é jednoznacznie o
jednozygotycznosci badanych dzieci, poniewaz nie mozna na podstawie analizy
jednego locus wykluczy¢ dwuzygotyczno$ci. Dopiero polgczenie wynikow analiz kilku
gendw umozliwia jednoznaczne wnioskowanie.

Do analizy wykorzystano ten sam zel, ktory zostal przygotowany do analizy
metoda odcisku genetycznego. Zamiast sondy (CAC)s, ktora rozpoznaje wiele loci,
zastosowano znakowang izotopem sond¢ molekularng MS43A, komplementarng do
locus D12S11, zlokalizowanego na chromosomie 12. Przyktad analizy rozrdzniajacej

zygotyczno$¢ bliznigt przedstawiono na ryc. 5.
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Ryc. 4. Okreslanie zygotycznos$ci blizniat metoda hybrydyzacji z sonda molekularna
MS31.

Po hydrolizie DNA enzymem restrykcyjnym Hinfl i rozdziale elektroforetycznym w 0,9% zelu
agarozowym wykonano hybrydyzacj¢ z sondg molekularng MS31, a nastepnie autoradiografie.
Pary bliznigt jednozygotycznych — 17225 i 17226, dwuzygotycznych — 17222 i 17223. 17228 i
17229, oraz 17231 i 17232. Pierwsze trzy tory przedstawiaja rodzing — matka 17205, dziecko
17204, ojciec 17206.
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Ryc. 5. Okreslanie zygotyczno$ci blizniat metoda hybrydyzacji z sonda molekularng
MS43A.

Po hydrolizie DNA enzymem restrykcyjnym Hinfl i rozdziale elektroforetycznym w 0,9% zelu
agarozowym wykonano hybrydyzacje z sonda molekularng MS43A, a nastgpnie
autoradiografi¢. Pary bliznigt jednozygotycznych — 17018 i 17019, 17024 i 17025, 17027 i
17028, dwuzygotycznych 17021 i 17022. Pierwsze trzy tory — rodzina, matka 16995, dziecko
16994, ojciec 16996.
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4.1.4. Analiza polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych PLA2A1l, CYARO,
VWF, TPOX i THO1 u blizniat dwuzygotycznych i jednozygotycznych

Analize zygotycznos$ci bliznigt przeprowadzano takze z zastosowaniem metody
PCR, wumozliwiajacej  okreslenie  wystgpowania  polimorfizmu  sekwencji
mikrosatelitarnych PLA2A1 (fosfolipaza trzustkowa A-2), CYARO (cytochrom P450),
VWF (czynnik von Willebrandta), TPOX (peroksydaza tarczycy) oraz THO1
(hydroksylaza tyrozynowa) czlowicka. DNA amplifikowano z zastosowaniem
odpowiednio starterow PLA2A1F i PLA2ALR oraz CYP19F i CYP19R, VWFA3LF i
VWFA31R; TPOXF i TPOXR oraz THO1F i THO1R. W locus PLA2A1 badano
powtorzenia trzech nukleotydow (AAT)n, a w pozostatych powtdrzenia 4 nukleotydow
(AAAT)N. Wigzanie starterow w reakcji PCR zachodzilo w takiej samej temperaturze
dla wszystkich par starterow - 58°C, wielkos¢ amplifikowanych fragmentow zalezata od
liczby powtorzen. Produkty PCR rozdzielano w 6% zelu poliakryloamidowym na
zestawie ALFExpress w temperaturze 55°C. Allele identyfikowano przez okre$lenie
wielkos$ci fragmentow i poroOwnanie ich z drabing alleli. Przyktadowy wyniki analizy
sekwencji mikrosatelitarnych u bliznigt dwuzygotycznych 1 jednozygotycznych

przedstawiono na ryc. 6-10.
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Ryc. 6. Analiza polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych PLA2A1 wu blizniat
dwuzygotycznych i jednozygotycznych.

Locus PLA2Al (fosfolipaza trzustkowa A-2) czlowieka amplifikowano metoda PCR z
zastosowaniem startera znakowanego Cy-5. Produkty PCR rozdzielano w 6% zelu
poliakryloamidowym na zestawie ALFExpress. Allele identyfikowano przez okreslenie
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wielkoséci fragmentow i poréwnanie ich z drabing alleli. Kazda probka zawiera wzorce o
wielkos$ci 113 1 268 pz, oznaczone kolorem zielonym. Tory 7-8, blizni¢ta jednozygotyczne; tory
9-10, bliznigta dwuzygotyczne. Tory 11-12, bliznigta dwuzygotyczne, tory 13-14, bliznigta
dwuzygotyczne. Przypisanie poszczegoélnych par bliznigt do grupy jednozygotycznych lub
dwuzygotycznych miato miejsce dopiero po wykonaniu pozostatych badan.

33acyp
6]

oo

33bcyp
jid |

34acyp

34bcyp

o

S

M
A o ik
. A
. e i
. M

[=}
o
/\I\
[e]
[e]
50-5000
A 0]
180 190 200

110 120 130 140 150 160 170

Ryc. 7. Analiza polimorfizmu CYARO sekwencji mikrosatelitarnych u blizniat
dwuzygotycznych i jednozygotycznych.

Locus CYARO (cytochrom P450) cztowieka amplifikowano metoda PCR z zastosowaniem
startera znakowanego Cy-5. Produkty PCR rozdzielano w 6% zelu poliakryloamidowym na
zestawie ALFExpress. Allele identyfikowano przez okreslenie wielkos$ci fragmentow i
poréwnanie ich z drabing alleli. Kazda probka zawiera wzorce o wielkosci 113 1 268 pz. Czgs¢
gorna ryciny: tory 6-7, i 8-9, bliznigta jednozygotyczne, tor 10, marker wielkosci. Cze$¢ dolna
ryciny: tory 5-6 i 7-8, bliznigta dwuzygotyczne.
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Ryc. 8. Analiza polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych PLA2ALl i CYARO u blizniat
dwuzygotycznych i jednozygotycznych.

Loci PLA2A1 (fosfolipaza trzustkowa A-2) oraz CYARO (cytochrom P450) cztowicka
amplifikowano metodg PCR z zastosowaniem startera znakowanego Cy-5. Produkty PCR
rozdzielano w 6% zelu poliakryloamidowym na zestawie ALFExpress. Allele identyfikowano
przez okreslenie wielkosci fragmentéw i porownanie ich z drabing alleli. Z lewej strony ryciny
widoczne sa fragmenty odpowiadajace locus PLA2AL, z prawej strony locus CYARO. Kazda
probka zawiera wzorce o wielkosci 113 i 268 pz, na rycinie widoczny jest wzorzec 268 pz. Tory
3-4, bliznigta dwuzygotyczne; tory 7-8, bliznigta jednozygotyczne. Bliznigta dwuzygotyczne
odziedziczyly po rodzicach rozne allele, przy czym dziecko na torze 4, odziedziczylo od
rodzicow identyczne allele PLA2AL.
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Ryc. 9. Analiza polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych vVWF i TPOX u blizniat
dwuzygotycznych i jednozygotycznych.

Loci VWF (czynnik von Willebrandta) i TPOX (peroksydaza z tarczycy) cztowicka
amplifikowano metodg PCR z zastosowaniem startera znakowanego Cy-5. Produkty PCR
rozdzielano w 6% zelu poliakryloamidowym na zestawie ALFExpress. Allele identyfikowano
przez okreslenie wielkosci fragmentow i pordwnanie ich z drabing alleli. Z lewej strony ryciny
widoczne sg fragmenty odpowiadajgce locus VWF, z prawej strony locus TPOX. Kazda probka
zawierata wzorce o wielkosci 113 i 268 pz, na rycinie widoczne sg obydwa wzorce. Tory 6-7,
bliznigta dwuzygotyczne; tory 16-17, bliznigta jednozygotyczne. W loci VWF i TPOX bliznigta
dwuzygotyczne odziedziczyly po rodzicach rozne allele.
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Ryc. 10. Analiza polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych THO1 wu blizniat
dwuzygotycznych i jednozygotycznych.

Locus THO1 (hydroksylaza tyrozynowa) czlowieka amplifikowano metoda PCR z
zastosowaniem startera znakowanego Cy-5. Produkty PCR rozdzielano w 6% zelu
poliakryloamidowym na zestawie ALFExpress. Allele identyfikowano przez okreslenie
wielkosci fragmentow i porownanie ich z drabing alleli. Tory 6-7 i 12-13, bliznigta
jednozygotyczne; tory 8-9 i 10-11, bliznigta dwuzygotyczne. Kazda probka zawierata wzorce o
wielkosci 113 1268 pz, na rycinie widoczne sg obydwa wzorce.

4.1.5. Przeprowadzenie analizy DNA blizniat z zastosowaniem zestawu PowerPlex
16

Waznym etapem bylo genotypowanie 15 par bliZzniat z zastosowaniem zestawu
do analizy multipleks PCR. Po kazdej reakcji wykonanej dla probek, oceniano reakcje
PCR w zelach agarozowych przed badaniem probek na sekwenatorze kapilarnym.

Przyktadowy wynik przedstawiono na ryc. 11.

19 20 21 o 22 23 @ 24 25 26 © 27 28 29 o 30 31 32

Ryc. 11. Rozdzial elektroforetyczny produktow reakcji multipleks PCR z zastosowaniem
zestawu PowerPlex 16.
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Wynik analizy informuje o przebiegu reakcji i uzyskaniu produktow, ktore w nastepnym etapie
beda rozdzielane za pomoca elektroforezy kapilarnej. Badanie ma ograniczy¢ koszty, w
przypadku braku produktu PCR. Tory 19-20-21, rodzina 1 (dziecko, matka, ojciec); tory 22-23,
bliznigta jednozygotyczne; tory 24-32, rodziny 2, 3 i 4 w uktadzie dziecko, matka, ojciec. M,
marker wielkosci, 100 bp. Rozdzial prowadzono w 1,5% zelu agarozowym.

4.1.6. Rozdzial produktéow reakcji PCR z zastosowaniem sekwenatora kapilarnego

Dla wybranych par bliznigt wykonano ustalenie zygotycznos$ci z zastosowaniem
zestawu PowerPlex 16 firmy Promega, wykorzystywanego do identyfikacji osob na cele
medyczno-sgdowe. Rozdziat elektroforetyczny i ocen¢ wyniku prowadzono na zestawie
do elektroforezy kapilarnej MegaBACE z wykorzystaniem oprogramowania producenta.
Badanie wprowadzono jako cenne uzupetlnienie metod wykorzystywanych w
poczatkowe] fazie realizacji rozprawy doktorskiej. Badania wprowadzono réwniez
dlatego, ze zebrano juz wczesniej interesujgce przypadki wystgpowania chimeryzmu
krwi, zaobserwowane w badaniach z zastosowaniem analizy pojedynczych loci.
Identyfikacja poszczeg6lnych alleli miata miejsce na podstawie przypisania wykrytych
alleli do drabiny alleli przygotowanej przez producenta zestawu. Przyklad analizy
przedstawiono na ryc. 12a-c. Kolejnym bardzo waznym aspektem bylo okreslenie
powtarzalno$ci metody i sprawdzenie czy w przypadku chimeryzmu krwi mozliwa jest
analiza ilosciowa. Przyktad okreslenia powtarzalnosci wynikow przedstawiono na ryc.
13.
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Na kolejnych stronach przedstawiono ocen¢ powtarzalno$ci wynikow genotypowania

bliznigt z zastosowaniem zestawu PowerPlex 16.
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13. Sprawdzenie powtarzalnosci ilosciowej i jakoSciowej analizy sekwencji

Wykonano reakcj¢ multipleks PCR dwukrotnie dla tej samej probki DNA 1 zaobserwowano
wysokg powtarzalno$¢ wyniku uzyskanego na sekwenatorze kapilarnym MegaBACE. Ponadto
zaobserwowano brak roznic w wysokoSci wierzchotkow odpowiadajacych poszczegdlnym
allelom.
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Po wdrozeniu do badan zygotyczno$ci zestawu PowerPlex 16 mozliwe bylo wykonanie
analiz dla 15 par bliznigt. Zaobserwowano, ze dla obnizenia kosztow analizy zalecié
mozna wstepne sprawdzenie produktow PCR w zelu agarozowym w aspekcie wielkosci
1 jakos$ci. Ocena wykonania powtorzen analizy uwzgledniajgcej zarowno powtdrzenie
rozdziatu jak 1 powtorzenie amplifikacji daje wysoce powtarzalne wyniki, €O
umozliwilo dalsze badania nad genotypowaniem bliZniat i przypadkami wyst¢powania
chimeryzmu krwi u bliznigt. Przykladowe wyniki genotypowania bliznigt z
zastosowaniem  zestawu PowerPlex 16 dla bliznigt dwuzygotycznych i

jednozygotycznych przedstawiono na rycinach 14a-i oraz 15a-i.

86



€02 PowerPlex05092012Run01 11_B239a_

WYNIKI

3000+ . U
2000+ | U
1000 | | “
H ‘ N
0 350 400 450
3603
‘ 347.7] |
FGA
D02 PowerPlex05092012Run01 12_B239b_
4000+ TI H
30001 H H
2000+ H H
10001 H \l
0 : e :
350 400 450
5518
L 60 |
FGA
E02 PowerPlex05092012Run01 13_B264a_
30001
Lt
2000+ H M
1000 H |
!
0 . L s Pome
350 400 450
351.9
‘ 356.1 |
FGA
FO2 PowerPlex05092012Run01 14_B264b_
3000+ \‘ |T
20001 “ “
| |
10001 |‘ ”
|
o i ‘M o . p
350 400 450
343.6
‘ 556.2 |
FGA
HO2 PowerPlex_07092012Run01 Ladder .
|
. \
2004 ‘| w * o I o *
’ * ‘ J .
sl I " | LT
A | ' |
100+ ‘”I ||| | “ . M ‘.“‘ M , H |H‘ H
AN ] \I H‘\| “ A [/ \ R R
! | NN AN R R NN
, J|\ “‘s“ﬂ“,w |H“|Hw ‘H\M\‘I‘“‘m ‘H\ Wﬁ‘\‘H ‘ \1|L\‘|‘A‘\\I‘H‘/ ‘w\\‘\\ A,

330. 9\336J3h0l§h5 \$h9Hﬂs3lab7 352 ﬁabs 13|372

\
B34 BBo B33l Bb13b5 Bb0/Bkb468.3 [376.7]

2 E
76.7 91

m m
4448 p54.0

Ryc. 14a. Analiza polimorfizmu mlkrosatelltarnego u blizniat z zastosowaniem zestawu

PowerPlex 16. Blizni¢gta dwuzygotyczne.

Rycina przedstawia fragment rozdzialu na sekwenatorze kapilarnym polimorficznych
fragmentoéw locus FGA, w ktorym wystepuje 28 alleli. U badanych par bliznigt zidentyfikowano
nastepujace allele: 239a allele 21 i 24, 239b allele 22 i 24. Dla pary bliznigt 264a i 264b,
odpowiednio wystepuja allele 22 i 23 oraz 201 23.
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Ryc. 14b. Analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego u blizniat z zastosowaniem zestawu

PowerPlex 16. Bliznieta dwuzygotyczne.

Rycina przedstawia fragment rozdzialu na

sekwenatorze kapilarnym polimorficznych

fragmentéw locus D8S1179, w ktorym wystepuje 12 alleli i locus TPOX, w ktorym wystepuje 8
alleli. U badanych par bliznigt w locus D8S1179 zidentyfikowano dla pary 239a i 239b allele 12
i 15, dla pary bliznigt 264a i 264b, odpowiednio wystepuja allele 12 i 14 oraz 14-14. Dla locus
TPOX dla bliznigt 239a 1 239b wskazano allele 8 1 12 oraz 12-12, a blizni¢ta 264a i 264b sg

homozygotami dla allelu 8 (8-8).
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Ryc. 14c. Analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego u bliZniat z zastosowaniem zestawu
PowerPlex 16. Blizni¢gta dwuzygotyczne.
Rycina przedstawia fragment rozdzialu na sekwenatorze kapilarnym genu amelogeniny i
polimorficznych fragmentow locus VWA, w ktorym wystepuje 13 alleli. Wykazano, ze bliznicta
239a i 239b sg pici zenskiej, a bliznigta 264a i 264b sg pici meskiej. Dla locus VWA dla bliznigt
239a i 239b zidentyfikowano allele 16 i 17, a bliznigta 264a i 264b sa heterozygotami dla alleli

151 18.
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Ryc. 14d. Analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego u blizniat z zastosowaniem zestawu
PowerPlex 16. Blizni¢gta dwuzygotyczne.

Rycina przedstawia fragment rozdzialu na sekwenatorze kapilarnym polimorficznych
fragmentoéw locus D7S820 oraz locus D16S539, w ktorych wystepuje po 9 alleli. Wykazano, ze
dla locus D7S820 blizniak 239a posiada allele 8 i 9, a blizniak 239b jest homozygota dla allelu
10 (10-10), w przypadku pary 264a i 264b, bliznigta s3 homozygotami dla allelu 8 (8-8). W
locus D16S539 dla bliznigt 239a i 239b zidentyfikowano allele 9 i 11, a bliznigta 264a i 264b sg
heterozygotami dla alleli 12 i 13.
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Ryc. 14e. Analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego u bliznigt z zastosowaniem zestawu
PowerPlex 16. Blizni¢gta dwuzygotyczne.

Rycina przedstawia fragment rozdzialu na sekwenatorze kapilarnym polimorficznych
fragmentow locus D5S818 (10 alleli) oraz locus D13S317 (9 alleli). Wykazano, ze dla locus
D5S818 bliznigta 239a i 239b sa homozygotami dla allelu 11 (11-11), w przypadku pary 264a i
264b, blizniak 264a jest heterozygota dla alleli 12 i 13, a blizniak jest 264b jest homozygotg dla
allelu 12 (12-12). W locus D13S317, bliznigta 239a i 239b maja odpowiednie allele 8 i 11 oraz
81 12, a w przypadku pary 264a i 264b, bliZnieta sg heterozygotami odpowiednio dla alleli 12 i
13 oraz 8 12.
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Ryc. 14f. Analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego u blizniat z zastosowaniem zestawu
PowerPlex 16. Bliznieta dwuzygotyczne.

Rycina przedstawia fragment rozdziatlu na sekwenatorze kapilarnym polimorficznych
fragmentow locus CSF1PO (10 alleli) oraz locus Penta D (14 alleli). Wykazano, ze dla locus
CSF1PO bliznigta 239a i 239b s homozygotami dla allelu 11 (11-11), w przypadku pary 264a i
264D, bliznicta sa heterozygotami dla alleli 11 i 12. W locus Penta D, bliznigta 239a i 239b sa
heterozygotami dla alleli 10 i 12, a w przypadku pary 264a i 264b, blizniak 264a jest
heterozygota dla alleli 9 i 10, a blizniak 264b jest homozygota dla allelu 9 (9-9).
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Ryc. 14g. Analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego u blizniat z zastosowaniem zestawu
PowerPlex 16. Bliznieta dwuzygotyczne.
Rycina przedstawia fragment rozdzialu na sekwenatorze kapilarnym polimorficznych
fragmentow locus D3S1358 (9 alleli) oraz locus THO1 (10 alleli). Wykazano, ze dla locus
D3S1358 bliznigta 239a i 239b sg heterozygotami dla alleli 14 i 17, w przypadku pary 264a i
264b, bliznigta sg heterozygotami dla alleli 16 i 18. W locus THOL, bliznigta 239a i 239b sa
heterozygotami dla alleli 6 i 9.3, a w przypadku pary 264a i 264b, bliznigta sg heterozygotami
dla alleli 819.3.

E
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Ryc. 14h. Analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego u blizniat z zastosowaniem zestawu
PowerPlex 16. Blizni¢gta dwuzygotyczne.
Rycina przedstawia fragment rozdzialu na sekwenatorze kapilarnym polimorficznych
fragmentow locus D21S11 (25 alleli). Wykazano, ze dla locus D21S11 bliznigta 239a i 239b sa
heterozygotami odpowiednio dla alleli 29 i 30 oraz 27 i 29, a w przypadku pary 264a i 264b,
bliznigta sa heterozygotami dla alleli 27 1 32.2.
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Ryc. 14i. Analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego u blizniat z zastosowaniem zestawu
PowerPlex 16. Bliznieta dwuzygotyczne.

Rycina przedstawia fragment rozdzialu na
fragmentow locus D21S11 (22 allele) oraz locus Penta E (20 alleli). Wykazano, ze dla locus
D21S11 bliznigta 239a i 239b sa heterozygotami dla alleli 13 i 14, a w przypadku pary 264a i
264b, bliznigta sg heterozygotami odpowiednio dla alleli 111 14 oraz 141 17. W locus Penta E,
bliznigta 239a i 239b sa heterozygotami odpowiednio dla alleli 5 i 17 oraz 10 i 12, a w
przypadku pary 264a i 264b, blizniak 264a jest heterozygota dla alleli 10 i 15, a blizniak 264b
jest homozygotg dla allelu 15 (15-15).

sekwenatorze kapilarnym polimorficznych
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Ryc. 15a. Analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego u bliZniat z zastosowaniem zestawu

PowerPlex 16. Bliznigta jednozygotyczne.

Rycina przedstawia fragment rozdzialu na sekwenatorze kapilarnym polimorficznych
fragmentoéw locus FGA, w ktorym wystepuje 28 alleli. U badanych par blizniat zidentyfikowano
nastgpujace allele: dla bliznigt 231a i 231b allele 22 i 25. Dla pary blizniat 232a i 232b,

wystepuja allele 23 i 24. Badane bliznicta sg jednozygotyczne.
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Ryc. 15b. Analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego u blizniat z zastosowaniem zestawu
PowerPlex 16. Bliznigta jednozygotyczne.

Rycina przedstawia fragment rozdzialu na sekwenatorze kapilarnym polimorficznych
fragmentéw locus D8S1179, w ktorym wystepuje 12 alleli i locus TPOX, w ktorym wystepuje 8
alleli. U badanych par bliznigt w locus D8S1179 zidentyfikowano dla pary 231a i 231b allel 14
(14-14), dla pary bliznigt 232a i 232b, wystepuja allele 14 i 15. Dla locus TPOX obie pary
bliznigt 231a 1 231b oraz 232a i 232b s3 homozygotami dla allelu 11 (11-11). Badane bliznicta
sa jednozygotyczne.

97



WYNIKI

A02 PowerPlex05092012Run01 9 B232a_

1500 ® .
| H| “I‘
\ \
1000 M‘ ‘\”‘ ““ /|
“| [l | | ‘ “
500 ([ I 1
I I i L
I [ M A oA R
o fry 1 J A\ o 1 ARV L 1 —
100 110 120 130 140 150 160 170 180
108.0 154.1
113.8 | 158.]]
Amelo vWA
B02 PowerPlex05092012Run01 10 _B232b_
*
1500 T\ ‘, I .‘
! I
1000 “‘ I 1 (
\ I o
500 ol I
"‘ \ \" “‘ “H\ AN N \l l\ \‘ ‘\
0ldh—n Ly T 1 SAVEWA 1 0 2o N U WY I W - SV
100 120 130 140 150 160 170 180
154.1
113.9 | 158.3
Amelo VWA
GO1 PowerPlex05092012Run01 7 B231a_
3000 *
i
2000 I
(| '
I n ‘
1000 1 ' J\
[ I I
[ / [ I
0~ o 1 A 1 : — o 1  —
100 110 120 130 140 150 160 170 180
108.2 158.5
| 145.9
L
Amelo vWA
HO1 PowerPlex05092012Run01 8_B231b_
!
2000 H
|
1 f .
1000 ‘\ [ I
\ | [
| I I
| “ A N [ A ||
04 Sy : e : ‘ + — : - i
100 110 120 130 140 150 160 170 180
108.0 1584
146.3]
e — |
Amelo vWA
H02 PowerPlex_07092012Run01 Ladder
700 . *
600 H IH
500 | |
200 | | I T A 4 ? ¢
300 (— o ] ] .
200 1 [ i bl o fl i i ( I
I\ \
1001 ho JU U U UL T U T
04 e 4 S P oy L I e
100 110 120 130 140 150 160 170 180
107.8 126.2 134.3 142.2 150.2 158.3 166.3 174.3
113.5 | 1304 138.3 146.2 154.3 162.3 170.2 |
Amelo vWA

Ryc. 15c. Analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego u blizniat z zastosowaniem zestawu
PowerPlex 16. Bliznigta jednozygotyczne.

Rycina przedstawia fragment rozdzialu na sekwenatorze kapilarnym genu amelogeniny i
polimorficznych fragmentow locus VWA, w ktorym wystepuje 13 alleli. Wykazano, ze blizni¢ta
231a i 231b sa plci zenskiej, a bliznigta 232a i 232b sa pici meskiej. Dla locus VWA dla blizniat
231a1i 231b zidentyfikowano allele 15 i 18, a bliznieta 232a i 232b sa heterozygotami dla alleli
17 i 18. Badane bliznigta sa jednozygotyczne.
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Ryc. 15d. Analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego u blizniat z zastosowaniem zestawu
PowerPlex 16. Blizni¢ta jednozygotyczne.

Rycina przedstawia fragment rozdzialu na sekwenatorze kapilarnym polimorficznych
fragmentoéw locus D7S820 oraz locus D16S539, w ktorych wystepuje po 9 alleli. Wykazano, ze
dla locus D7S820 bliznigta 231a i 231b posiadajg allele 10 i 11, w przypadku pary 232a i 232b,
bliznigta sa homozygotami dla allelu 11 (11-11). W locus D16S539 dla bliznigt 231a i 231b
zidentyfikowano allele 9 i 13, a bliznigta 232a i 232b sg heterozygotami dla alleli 11 i 12.
Badane bliznigta sg jednozygotyczne.
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Ryc. 15e. Analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego u bliZniat z zastosowaniem zestawu
PowerPlex 16. Bliznigta jednozygotyczne.

Rycina przedstawia fragment rozdziatu na sekwenatorze kapilarnym polimorficznych
fragmentow locus D5S818 (10 alleli) oraz locus D13S317 (9 alleli). Wykazano, ze dla locus
D5S818 bliznigta 231a i 231b sa heterozygotami dla alleli 11 i 12, w przypadku pary 232a i
232b, bliznigta sg rowniez heterozygotami dla alleli 11 i 12. W locus D13S317 bliznigta 231a i
231b sg homozygotami dla allelu 9 (9-9), a w przypadku pary 232a i 232b, bliznicta sg
heterozygotami dla alleli 11 1 12. Badane bliznigta sg jednozygotyczne.
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Ryc. 15f. Analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego u blizniat z zastosowaniem zestawu
PowerPlex 16. Blizni¢ta jednozygotyczne.

Rycina przedstawia fragment rozdzialu na sekwenatorze kapilarnym polimorficznych
fragmentow locus CSF1PO (10 alleli) oraz locus Penta D (14 alleli). Wykazano, ze dla locus
CSF1PO bliznigta 231a i 231b sa heterozygotami dla alleli 10 i 11, w przypadku pary 232a i
232D, bliznigta sa heterozygotami dla alleli 12 1 13. W locus Penta D, bliznigta 231a i 231b oraz
232a 1 232b sg heterozygotami odpowiednio dla alleli 10 i 13 oraz 9 i 12. Badane bliznigta sg
jednozygotyczne.
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Ryc. 15g. Analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego u blizniat z zastosowaniem zestawu

PowerPlex 16. Bliznieta jednozygotyczne.

Rycina przedstawia fragment rozdzialu na sekwenatorze kapilarnym polimorficznych
fragmentow locus D3S1358 (9 alleli) oraz locus THO1 (10 alleli). Wykazano, ze dla locus
D3S1358 bliznigta 231a i 231b sg homozygotami dla allelu 18 (18-18), w przypadku pary 232a i
232D, bliznigta sg heterozygotami dla alleli 15 i 16. W locus THO1L, bliznigta 231a i 231b sa
heterozygotami dla alleli 9 1 9.3, a w przypadku pary 232a i 232b, blizni¢ta sa heterozygotami
dla alleli 8 i 9.3. Badane bliznig¢ta sg jednozygotyczne.
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Ryc. 15h. Analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego u bliznigt z zastosowaniem zestawu
PowerPlex 16. Blizni¢ta jednozygotyczne.

Rycina przedstawia fragment rozdzialu na sekwenatorze kapilarnym polimorficznych
fragmentow locus D21S11 (25 alleli). Wykazano, ze dla locus D21S11 bliznigta 231a i 231b sg
heterozygotami odpowiednio dla alleli 27 i 30, a w przypadku pary 232a i 232b, blizni¢ta sg
heterozygotami dla alleli 30.2 1 33.2. Badane bliZni¢ta sg jednozygotyczne.
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Ryc. 15i. Analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego u blizniat z zastosowaniem zestawu
PowerPlex 16. Bliznigta jednozygotyczne.

Rycina przedstawia fragment rozdzialu na sekwenatorze kapilarnym polimorficznych
fragmentow locus D21S11 (22 allele) oraz locus Penta E (20 alleli). Wykazano, ze dla locus
D21S11 bliznigta 231a i 231b sg heterozygotami dla alleli 14 i 15, a w przypadku pary 232a i
232b, bliznigta sg homozygotami dla allelu 15 (15-15). W locus Penta E, bliznigta 231a i 231b
sg heterozygotami odpowiednio dla alleli 7 1 10, a w przypadku pary 232a i 232b bliznigta sa
heterozygotami dla alleli 11 i 17. Badane blizni¢ta sa jednozygotyczne.
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4.2. Amplifikacja regionu zmiennego mitochondrialnego DNA  blizniagt

jednozygotycznych

Dla bliznigt jednozygotycznych analizowano wystegpowanie polimorfizmu
regionu zmiennego mitochondrialnego DNA czlowieka. Mitochondrialny DNA
charakteryzuje si¢ wysoka czestotliwo$cia mutacji, 5-10 razy wigksza niz jadrowy
DNA. Mutacje wystepuja w indywidualnych mitochondriach, stad w komorce
wspotistnieja mitochondria typu dzikiego 1 zmutowanego (heteroplazmia) i od proporcji
ich liczby zalezy ujawnienie si¢ mutacji w postaci choréb mitochondrialnych. U
blizniat, rowniez jednozygotycznych, moga wystapi¢ pewne rdéznice w mitochondriach
w zwigzku z wystepowaniem zjawiska heteroplazmii i1 roéznego rozdziatu

mitochondriéw do komérek potomnych.

4.2.1. Amplifikacja fragmentu H2/L2 mitochondrialnego DNA blizniat
jednozygotycznych

Badanie przeprowadzono z zastosowaniem reakcji PCR ze starterami H2
(H16401) i L2 (L15997tRNA-Pro). Do analizy wykorzystywano catkowity DNA
izolowany z leukocytow krwi pgpowinowej metoda z GTC. Produkty reakcji PCR
wielkosci 443 pz rozdzielano w 1,5% zelu agarozowym w buforze 1x TBE z bromkiem
etydyny (0,5 pg/ml) przy napieciu 100 V, przez 30 minut. Przykladowy rozdziat
produktow PCR przedstawiono na ryc. 16. Uzyskane produkty badano nastepnie
metodami przesiewowymi poprzez analize heterodupleksow (HD) i polimorfizmu
konformacji jednoniciowych fragmentow DNA (SSCP). Fragmenty wykazujace

odmienne uktady prazkow poddawano sekwencjonowaniu.

M 1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19

Ryc. 16. Amplifikacja fragmentéw H2/L2 mtDNA czlowieka.

Catkowity komorkowy DNA amplifikowano z zastosowaniem starterow specyficznych dla
mtDNA (H2/L2). Fragmenty DNA rozdzielano w 1,5% zelu agarozowym w buforze 1x TBE z
bromkiem etydyny (0,5 pg/ml) przy napieciu 100 V, przez 30 minut. Tory 1-19, mtDNA
blizniat; tor M, wzorzec wielkosci A/ECORI+HindlIII.
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4.2.2. Analiza polimorfizmu mitochondrialnego DNA bliznigt jednozygotycznych

metoda analizy heterodupleksow

Metoda przesiewowa umozliwiajacg okreslenie polimorfizmu regionu
zmiennego mtDNA bliZniat jest analiza heterodupleksow (HD). Produkty reakcji PCR z
zastosowaniem starter6w H2/L2 denaturowano w temperaturze 95°C przez 5 minut, a
nastepnie inkubowano w temperaturze 65°C przez 1 godzing celem utworzenia
heterodupleksow. Fragmenty mtDNA rozdzielano w 8% zelu poliakryloamidowym w
buforze TBE przy napieciu 90 V, w temperaturze 20°C, przez 16 godzin. Zel
wybarwiono metoda srebrowg. Uzyskane fragmenty DNA, w ktérych zaobserwowano
polimorfizm poddawano sekwencjonowaniu. Przykladowy wynik analizy HD
przedstawiono na ryc. 17. Podczas analizy HD na zel naktadano wzorzec wielkosci i

kontrole negatywna.

1234 56789 1011121314 1516171819 20
lalslalolalal 1 1L el e luinink

mil

|

wanl L T e

Ryc. 17. Analiza polimorfizmu mtDNA czlowieka metoda HD.

Mitochondrialny DNA cztowieka amplifikowano metoda PCR z zastosowaniem starterow H2
(H16401) i L2 (L15997tRNA-Pro) uzyskujac fragmenty DNA o wielkosci 443 pz. Produkty
PCR denaturowano i renaturowano celem utworzenia heterodupleksow. Fragmenty mtDNA
rozdzielono w 8% zelu poliakryloamidowym i wybarwiono metoda srebrowa. Tory 1-12 i 15-
16, mtDNA blizniat, tor 13, kontrolny mtDNA; tor 14, kontrola negatywna reakcji; tory 17-19,
MtDNA rodziny, matka, dziecko, ojciec. Tor 20, wzorzec wielkosci A/EcoRI+Hindlll. Prazki
heterodupleksow widoczne na torach, 1, 2, 9, 11, 12, 17, 18 wskazuja na wystepowanie
polimorfizméw w regionie petli D mtDNA. Tory 1-2, 9-10, 11-12, mtDNA bliznigt
dwuzygotycznych. Strzatkami zaznaczono heterodupleksy.
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4.3. Genotypowanie blizniat

Dla okreslenia zygotyczno$ci bliznigt stosowano te same metody, ktore
wykorzystywane sa do identyfikacji indywidualnej opartej o badania DNA. Badaniem
objety zostat szczegdlny rodzaj DNA tzw. sekwencje powtdrzone, najczesciej nie
kodujace, cechujace si¢ bardzo duzym polimorfizmem. Analize przeprowadzono z
zastosowaniem badan hybrydyzacyjnych i amplifikacyjnych. W badaniach korzystano z
doswiadczenia Laboratorium Genetyki Molekularnej w  prowadzeniu analiz,
dysponujacego szczegdétowymi protokotami wykonania analizy, przy czym zapewniona

jest wysoka rozdzielczo$¢ 1 jakos¢ wyniku.

4.3.1. Genotypowanie blizniat z zastosowaniem badan hybrydyzacyjnych

Badania hybrydyzacyjne zostaly przeprowadzone tgcznie dla 170 par blizniat,
przy czym analiza odcisku genetycznego z zastosowaniem sondy GTG pozwolita na
dokladng identyfikacje 87 par bliznigt dwuzygotycznych i 83 par bliznigt
jednozygotycznych. Dla wigkszosci bliznigt przeprowadzono analiz¢ typu
pojedynczego locus z sondami MS31 i MS43A, wyijatek stanowito 13 par blizniat, dla
ktorych przeprowadzono tylko badanie odcisku genetycznego. Hybrydyzacje z sonda
MS31 przeprowadzono dla 157 par bliznigt, a z sondg MS43A dla 155 par blizniat.
Analize z sondg MS1 przeprowadzono tylko dla dwoch par bliznigt. U 8 par bliznigt
dwuzygotycznych jednoczesna analiza loci rozpoznawanych przez sondy MS31 i
MS43A nie wykazala réznic. Przyktad analizy z zastosowaniem sondy molekularnej
GTG zamieszczono na ryc. 3, natomiast przyktady analiz hybrydyzacyjnych z
zastosowaniem sond MS31 i MS43A przedstawiono na ryc. 4 i 5. Podobnie w
przypadku jednej z wykorzystanych sond bliznigta dwuzygotyczne posiadaty te same
allele w przypadku 14 par bliznigt dla MS31 i 10 par bliznigt dla MS43A. We
wszystkich przypadkach badanie odcisku genetycznego dawato wynik rozstrzygajacy

zygotyczno$é. Przyktadowe wyniki liczbowe zamieszczono w tabeli 7.
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Tabela 7. Przykladowe zestawienie wynikow analiz hybrydyzacyjnych z sonda
molekularng dla 20 par blizniat.
W tabeli uwzglgdniono rowniez pary blizniat, dla ktorych wyniki hybrydyzacji przedstawiono

na rycinach 3-5.

Nr Zygotycznos¢
DNA
DZ

L.p.
1.

NFEEINANAERNEREINN N NN NN NNNEEEEEEEEEE ~ SRS
Cle(X|N||T|H|e|NE[o|e XN |w|NE e RN A |w N e o :

15864
15865
16048
16049
16066
16067
16115
16116
16069
16070
16091
16092
142A

142B

143A

143B

144A

144B

145A

145B

146A

146B

147A

147B

17222
17223
17225
17226
17228
17229
17231
17232
17018
17019
17021
17022
17024
17025
17027
17028

Dz
Dz
Dz
Dz
Dz
Dz
Dz
MZ
MZ
MZ
MZ
Dz
Dz
Dz
Dz
Dz
Dz
MZ
MZ
Dz
Dz
Dz
Dz
Dz
Dz
MZ
MZ
MZ
MZ
Dz
Dz
MZ
MZ
DZ
DZ
MZ
MZ
MZ
MZ

Fragmenty | Fragmenty
DNA DNA
wspolne |[indywidualne
21
21 15
10 26
10 26
20 23
20 23
22 15
22 15
28 0
28 0
19 0
19 0
14 26
14 26
19 16
19 16
8 26
8 26
21 0
21 0
8 31
8 31
14 21
14 21
8 23
8 23
23 0
23 0
24 0
24 0
12 15
12 15

-
1-2 1-3

2:3

1-2
1-2
1-2
1-2
1-2
1-2
2-3
1-2
1-2
1-2
1-2

1-3
2-3
1-2

1-3
2-4
1-2
1-2

1-2
1-2
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4.3.2. Genotypowanie blizniat z zastosowaniem amplifikacji pojedynczych loci

Zastosowanie metod amplifikacyjnych umozliwito okreslenie zygotycznosci dla
56 par bliznigt. Badaniom poddano nastepujace loci: PLA2Al, CYARO, VWF, TPOX,
THO1 i D1S80. Uzyskane rozktady alleli przedstawiono w tabeli 8. Dla 7 par bliznigt
przeprowadzono jednoczes$nie analiz¢ hybrydyzacyjng i reakcje PCR dla wybranych
loci, wskazujgc na duzo wigkszg informatywno$¢ badan hybrydyzacyjnych typu multi
locus, chociaz wybrane markery umozliwily rozréznienie bliznigt jednozygotycznych i

dwuzygotycznych.

Tabela 8. Zestawienie czestosci wystepowania alleli PLA2AL, CYARO, VWF, TPOX, THO1 i
D1S80 u blizniat jednozygotycznych i dwuzygotycznych.
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Analize markera PLA2A1 obejmujacego powtorzenia trinukleotydowe (AAT)n
fosfolipazy A2 grupy IB przeprowadzono dla 55 par blizniat, a otrzymany rozktad
roznil si¢ istotnie statystycznie w stosunku do wiasnej populacji  oséb

niespokrewnionych (chi?=23,533, df 6, p<0,00086, test dwustronny) (ryc. 18).

PLA2A1

0,5
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0,3
0,2

M Bliznieta
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Ryc. 18. Zestawienie czestosSci wystepowania alleli PLA2A1 w badanej populacji blizniat w
poréwnaniu z populacja polska.

Rozktad czestosci u bliznigt istotnie odbiega statystycznie od rozktadu w populacji. U bliznigt
zaobserwowano wszystkie allele wystepujace w populacji.

Analiza rozktadu czestosci powtorzenia tetranukleotydowego CYARO (AAAT)n
polipeptydu 1 cytochromu P450 (rodzina 19, podrodzina A) w badanej populacji
bliznigt obejmujacej 41 par nie wykazata statystycznie istotnych réznic z populacja
polska (chi®=7,129, df 6, p=0,3091, test dwustronny). Rozklad alleli dla CYARO

przedstawiono na ryc. 19.
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Ryc. 19. Zestawienie czestosci wystepowania alleli CYARO w badanej populacji bliznigt w
poréwnaniu z populacjg polska.

Rozktad czgsto$ci u bliznigt nie odbiega statystycznie od rozkladu w populacji wlasnej. U
bliznigt nie zaobserwowano allelu 8.

110



WYNIKI

W przypadku badania powtérzen czynnika von Willebrandta VWF analizie
poddano 42 pary bliznigt, a otrzymane czgstosci nie roznity si¢ statystycznie od
populacji polskiej (chi?=9,518, df 9, p=0,3909, test dwustronny)(Czarny i wsp., 2005).

Rozktad czgstosci przedstawiono na rycinie 20.
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Ryc. 20. Zestawienie czestosci wystepowania alleli VWWF w badanej populacji blizniat w
poréwnaniu z populacja polska.

Rozktad czestosci u blizniat nie odbiega statystycznie od rozktadu w populacji. U blizniat nie
zaobserwowano alleli 12, 13 i 21, ktoére w populacji wystgpuja z bardzo niewielka czgstoscia
0,001.

Kolejnym badanym markerem byto powtdrzenie tetranukleotydowe peroksydazy
tarczycy TPOX(AATG)n, ktore analizowano dla 14 par bliznigt, stad wyniki moga
znacznie odbiega¢ od rozkladu typowego dla populacji polskiej. Poroéwnanie
przeprowadzono z wiasng populacja 0sob niespokrewnionych oraz z populacja polska
(Czarny 1 wsp., 2005), uzyskujac w pierwszym przypadku istotnie statystycznie
roéznigcy si¢ rozktad bliznigt (chi2:23,664, df 4, p<0,0001, test dwustronny), a dla
szerszej populacji rowniez obserwowano istotno$¢ statystyczna (chi’=9,542, df 5,
p=0,0893, test dwustronny), co sugeruje konieczno$¢ zwigkszenia liczby badanych

bliznigt. Przyktadowy rozktad czgstosci TPOX przedstawiono na ryc. 21.
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Ryc. 21. Zestawienie czestosci wystepowania alleli TPOX w badanej populacji blizniat w
poréwnaniu z wlasna populacja polska (populacja) oraz z populacja polska z pracy
Czarny i wsp., 2005 (populacja 2).

Rozktad czgstosei u bliznigt odbiega statystycznie od rozktadu w populacji wiasnej (p<0,0001),
podczas gdy w szerszej populacji réznice nie sg juz tak widoczne (p=0,0893). U blizniat nie
zaobserwowano alleli 6 i 12, a w populacji wlasnej allelu 6, ktory w szerszej populacji
wystepuje z czgstoscia 0,001,

Analiza rozktadu czestosci alleli dla powtorzenia tetranukleotydowego
hydroksylazy tyrozynowej THO01 (AATG)n przeprowadzona dla 56 par blizniat,
wskazuje na statystycznie istotne roéznice w porownaniu z populacja polska
(Sottyszewski i wsp., 2006), (chi’=41,104, df 6, p<0,0001, test dwustronny). Rozklad

czgstosci przedstawiono na ryc. 22.

THO1

0,35

0,30

0,25

0,20

Czestos¢

M Bliznieta
0,15

m Populacja
0,10

0,05 -

5 6 7 8 9 9.3 10

Allele

Ryc. 22. Zestawienie czestosci wystepowania alleli THO1 w badanej populacji bliznigt w
poréwnaniu z populacja polska.

112



WYNIKI

Rozktad czgstosci u bliznigt odbiega statystycznie od rozktadu w populacji (p<0,0001). Allel 5
wystepuje w populacji z czestoscig 0,001 (Sottyszewski 1 wsp., 2006).

W przypadku minisatelitarnego locus D1S80 analizowano 39 par blizniat,
uzyskujac w poréwnaniu z populacja polska statystycznie istotne roznice w rozkladzie
alleli (chi?>=70,375, df 17, p<0,0001, test dwustronny), co moze wynika¢ ze stosunkowo
matej liczby bliznigt poddanych tej analizie. Rozktad czestosci przedstawiono na
ponizszej rycinie 23. Badania locus D1S80 byty bardzo popularne na poczatku lat 90-
tych XX wieku, a w okresie pozniejszym zostaty stopniowo wyparte przez markery
mikrosatelitarne, dla ktorych znacznie tatwiejsza okazala si¢ identyfikacja

poszczegblnych alleli.
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Ryc. 23. Zestawienie czestosci wystepowania alleli D1S80 w badanej populacji blizniat w
porownaniu z populacja polska.
Rozktad czestosci u bliznigt odbiega statystycznie od rozkladu w populacji (p<0,0001). Allele
27,31, 32 1 34 nie wystepuja w badanej populacji blizniat.

Przyktadowe wyniki genotypowania bliznigt z zastosowaniem wybranych do
analizy pojedynczych loci metoda PCR przedstawiono w tabeli 9. Mozna zwrocié

uwage na réoznicowanie bliznigt tylko w jednym z analizowanych markeréw, co czesto

moze by¢ niewystarczajagcym potwierdzeniem dwuzygotycznosci blizniat.
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Tabela. 9. Przykladowe zestawienie wynikéw analizy zygotyczno$ci blizniat z
zastosowaniem reakcji amplifikacji wybranych pojedynczych loci.

I‘ Zygotyczno$é | PLA2A1 CYARO - TPOX THO1 [D1S80
DNA

270a 11-12 9-10 16-16 24-29
270b MZ 11-12 9-10 16-16 55 24-29
272a DZ 11-11 10-10 18-18 6-9.3  23-24
272b DZ 11-11 6-7 16-18 6-9.3  23-24
15630 DZ 11-11 10-11 16-18 8-11 6-8
[ 15631 DZ 11-11 10-10 14-16 8-10 8-9.3
15636 MZ 11-16 5-5 17-18 9-11 6-8
[ 15637 MZ 11-16 55 17-18 9-11 6-8

4.3.3. Genotypowanie blizniat z zastosowaniem reakcji multipleks PCR w oparciu

o komercyjnie dostepny zestaw PowerPlex 16

W ramach rozprawy doktorskiej przeprowadzono réwniez analize¢ z
wykorzystaniem komercyjnie dostepnych zestawow do identyfikacji  0sob.
Zastosowanie analizy typu PowerPlex 16 pozwolito na doktadne wskazanie bliznigt
jednozygotycznych i dwuzygotycznych. Badaniom poddano 15 par bliznigt, w tym 5
par bliznigt dwuzygotycznych i 10 par bliznigt jednozygotycznych. Analizowano 15
polimorficznych loci VWA, D8S1179, TPOX, FGA, D3S1358, THO01, D21S11, D21S11,
Penta E, D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, CSF1PO, Penta D oraz amelogening,
co umozliwito okre$lenie plci. Ze wzgledu na przeprowadzanie badan nad parami
bliznigt 0 tej samej pici dla potrzeb okreslenia zygotycznosci, ten parametr stanowit
potwierdzenie poprawnosci wykonania badan. Otrzymane czgstosci wystgpowania

poszczegblnych alleli przedstawiono w tabeli 10.
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Analiza rozktadu czgstosci alleli markera D13S317 (powtoérzenie TATC, 13922-
g31) przeprowadzona dla 15 par blizniat, wskazuje na statystycznie istotne réznice w
poréwnaniu z populacja polska (chi2=1 6,547, df 8, p=0,0352, test dwustronny). Rozktad

czgstosci przedstawiono na ryc. 24.
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Ryc. 24. Zestawienie czesto$ci wystepowania alleli D13S317 w badanej populacji blizniat w
poréwnaniu z populacja polska.

Rozktad czestosci u bliznigt odbiega statystycznie od rozktadu w populacji (p=0,0352). Allele 6,
14 1 15 nie wystepuja w badanej populacji blizniat.

Kolejnym badanym markerem byt D8S1179 (zlozone powtdrzenie TCTA,
8024.13), analizie poddano 15 par blizniat, uzyskujac istotnie statystycznie rozniacy sig
rozktad blizniat (chi2=40,361, df 9, p<0,0001, test dwustronny). Przyktadowy rozktad

czestosci D8S1179 przedstawiono na ponizszej ryc. 25.
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Ryc. 25. Zestawienie czesto$ci wystepowania alleli D8S1179 w badanej populacji blizniat w
porownaniu z populacja polska.

117



WYNIKI

Rozktad czgstosci u blizniat odbiega istotnie statystycznie od rozktadu w populacji (p<0,0001).
U blizniat nie zaobserwowano alleli 8,9, 161 17.

W przypadku genu tancucha alfa fibrynogenu FGA (ztozone powtorzenie TTTC,
4928, FIBRA), analizowano 15 par bliznigt, uzyskujac w poréwnaniu z populacjg polska
statystycznie istotne roznice w rozktadzie alleli (Chi2=42,396, df 15, p=0,0002, test

dwustronny). Rozktad czestosci przedstawiono na ryc. 26.
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Ryc. 26. Zestawienie czestoSci wystepowania alleli FGA w badanej populacji blizniat w
poréwnaniu z populacja polska.

Rozktad czestosci u bliznigt odbiega statystycznie od rozktadu w populacji (p=0,0002). Allele
16; 21,2; 23,2; 24,2; 26 oraz 28 nie wystepuja w badanej populacji bliznigt, natomiast allele 16;
21,2; 24,2 oraz 28 wystepuja w populacji polskiej z czestoscia 0,002.

Analiza rozkladu czgstosci alleli markera CSF1PO (powtdrzenie AGAT,
CSF1PO, protoonkogen c-fms czlowicka dla receptora genu CSF-1, 5033.3-34)
wykonana dla 15 par blizniat, wskazuje na statystycznie istotne réznice w poréwnaniu z

populacja polska (chi’=29,523, df 7, p=0,0001, test dwustronny). Rozklad czgstosci

przedstawiono na ryc. 27.
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Ryc. 27. Zestawienie czestoSci wystepowania alleli CSF1PO w badanej populacji blizniat w
poréwnaniu z populacja polska.

Rozktad czgstosci u blizniat odbiega istotnie statystycznie od rozktadu w populacji (p=0,0001).
Allele 8, 9 i 15 nie wystepuja w badanej populacji blizniat.

W przypadku markera VWA (ztozone powtdrzenie TCTA, VWFA31, gen
czynnika von Willebrandta cztowieka, 12p13.31) analiz¢ przeprowadzono dla 15 par
blizniat, uzyskujac w poréwnaniu z populacja polska statystycznie nieistotne rdéznice w
rozkladzie alleli (chi’=10,132, df 9, p=0,3399, test dwustronny). Rozklad czestosci

przedstawiono na ryc. 28.
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Ryc. 28. Zestawienie czestoSci wystepowania alleli VWA w badanej populacji blizniat w
porownaniu z populacja polska.

Rozktad czestosci u bliznigt nie odbiega statystycznie od rozktadu w populacji (p=0,3399).
Allel 21 nie wystepuje w badanej populacji blizniat, a allele 12 i 13 wystepuja z czgstoscia
0,0043. Z kolei allele 12,13 i 21 w grupie populacyjnej wystepuja z czestoscia 0,001.
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Analizie rozktadu czestosci alleli genu peroksydazy tarczycy TPOX
(powtorzenie AATG, 2p24-2pter, TPOX) poddano 15 par bliznigt, wskazujac na
statystycznie istotne roznice w pordwnaniu z populacja polska (chi’=36,469, df 5,

p<0,0001, test dwustronny). Rozktad czgstosci przedstawiono na ryc. 29.
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Ryc. 29. Zestawienie czestosci wystepowania alleli TPOX w badanej populacji blizniat w
poréwnaniu z populacja polska.
Rozktad czgstosci u blizniat odbiega statystycznie od rozktadu w populacji (p<0,0001). Alleli 6
1 10 nie zaobserwowano w badanej populacji bliznigt. Allel 6 w populacji polskiej wystgpuje z
czestoscig 0,0008.

Kolejnym badanym markerem byl D5S818 (powtérzenie AGAT, 5¢23.3-32),
analize przeprowadzono dla 14 par blizniat, uzyskujac istotnie statystycznie rézniacy si¢
rozktad blizniat (chi2=148,148, df 9, p<0,0001, test dwustronny). Przyktadowy rozktad

czestosci D5S818 przedstawiono na ryc. 30.
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Ryc. 30. Zestawienie czestosci wystepowania alleli D5S818 w badanej populacji bliznigt w
porownaniu z populacja polska.
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Rozktad czestosci u bliznigt odbiega statystycznie od rozktadu w populacji (p<0,0001). Alleli 7,
10 i 16 nie zaobserwowano w badanej populacji bliznigt. Z kolei w populacji polskiej allele 7 i
15 wystepuja z czestoscig 0,002, a allele 8 1 16 z czgstoscig 0,001.

W przypadku markera D7S820 (powtorzenie GATA, 7g11.21-22) analizowano
15 par blizniat, uzyskano w poréwnaniu z populacja polska statystycznie istotne rdznice
w rozkladzie alleli (chi®=47,921, df 7, p<0,0001, test dwustronny). Rozktad czestosci

przedstawiono na ryc. 31.
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Ryc. 31. Zestawienie czestosci wystepowania alleli D7S820 w badanej populacji bliznigt w
poréwnaniu z populacja polska.

Rozktad czgstosci u bliznigt odbiega istotnie statystycznie od rozktadu w populacji (p<0,0001).
Wszystkie allele byly reprezentowane w badanej populacji blizniat.

Analiza rozkladu czesto$ci alleli markera D16S539 (powtorzenie GATA,
16924.1) przeprowadzona dla 15 par blizniat, wskazuje na statystycznie istotne rdéznice
w poréwnaniu z populacja polska (chi’=17,972, df 8, p=0,0214, test dwustronny).

Rozktad czgstosci przedstawiono na ryc. 32.
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Ryc. 32. Zestawienie czestosci wystepowania alleli D16S539 w badanej populacji blizniat w
poréwnaniu z populacjg polska.
Rozktad czestosci u blizniat odbiega statystycznie od rozktadu w populacji (p=0,0214). Allele 7,
8, 10 i 15 nie wystgpuja w badanej populacji bliznigt. Allele 7 i 15 w populacji polskiej
wystepuja z czestoscia odpowiednio 0,001 i 0,002.

W przypadku rozktadu czestosci alleli markera Penta D (powtorzenie AAAGA,
21q), analizie poddano 15 par bliznigt, wykazujac statystycznie istotne roznice w
porownaniu z populacja polska (chi’>=21,021, df 9, p=0,0126, test dwustronny). Rozktad

czgstosci przedstawiono na ryc. 33.
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Ryc. 33. Zestawienie czesto$ci wystepowania alleli Penta D w badanej populacji blizniat w
poréwnaniu z populacjg polska.

Rozktad czestosci u bliznigt odbiega statystycznie od rozktadu w populacji (p=0,0214). Alleli 7,
8, 15 i 16 nie zaobserwowano w badanej populacji blizniat. Z kolei w populacji polskiej allel 7
wystepuje z czgstoscig 0,003, a allel 8 z czgstoscig 0,005.
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Nastgpnym badanym markerem byt Penta E, obejmujacy powtdrzenie
pentanukleotydowe (AAAGA, 15q). Analizowano 15 par blizniat, uzyskujac istotnie
statystycznie rdzniacy si¢ rozklad blizniat (chi’=57,636, df 16, p<0,0001, test

dwustronny). Czestosci Penta E przedstawiono na ryc. 34.
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Ryc. 34. Zestawienie czestosci wystepowania alleli Penta E w badanej populacji bliznigt w
poréwnaniu z populacja polska.
Rozktad czestosci u bliznigt odbiega statystycznie od rozktadu w populacji (p<0,0001). Alleli 8,
9, 18, 19, 20, 21 i 23 nie zaobserwowano w badanej populacji blizniat. Allel 23 wystepuje z
czestosciag 0,001 w populacji polskiej.

Dla markera D3S1358 (ztozone powtdrzenie TCTA, 3p), analiz¢ wykonano dla
15 par blizniagt, uzyskujac w poréwnaniu z populacja polska statystycznie istotne
roznice w rozkladzie alleli (chi2=14,796, df 7, p=0,0387, test dwustronny). Rozklad

czestosci przedstawiono na ryc. 35.
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Ryc. 35. Zestawienie czesto$ci wystepowania alleli D3S1358 w badanej populacji blizniat w
poréwnaniu z populacja polska.

Rozktad czestosci u bliznigt odbiega statystycznie od rozktadu w populacji (p=0,0387). Allele
11, 13i 19 nie wystepuja w badanej populacji bliznigt. Allel 11 w populacji polskiej wystepuje
z czgstoscig 0,001.

Analiza rozkladu czestosci alleli D21S11 (ztozone powtdrzenia TCTA, 21g11-
21921, D21LOC) dla 15 par bliznigt, wskazuje na statystycznie istotne roznice W

poréwnaniu z populacja polska (chi®=73,679, df 14, p<0,0001, test dwustronny).

Rozktad czgstosci przedstawiono na ryc. 36.
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Ryc. 36. Zestawienie czestosci wystepowania alleli D21S11 w badanej populacji bliznigt w
porownaniu z populacja polska.
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Rozktad czgstosci u blizniat odbiega statystycznie od rozktadu w populacji (p<0,0001). Alleli
26, 32, 33, 34,2 i 39 nie zaobserwowano w badanej populacji bliznigt. Allele 26, 28,2 i 39
wystepuja w populacji polskiej z czgstoscia 0,001, a allel 34,2 z czestoscig 0,002.

Dla markera D18S51 obejmujgcego powtodrzenie tetranukleotydowe (AGAA,
18921.3, UT574), analizujac 15 par blizniat, uzyskano istotnie statystycznie rézniacy si¢
rozktad czestosci (Chi2=71,072, df 16, p<0,0001, test dwustronny). Czestosci alleli

D18S51 przedstawiono na ryc. 37.

D18S51
0,20
0,15
2
]
o 0,10 -
g W Bliznieta
B Populacja
0,05 P )
0,00 -
10 11 12 13 14 14,2 15 16 17 17,2 18 19 20 21 22 23 24
Allele

Ryc. 37. Zestawienie czestosci wystepowania alleli D18S51 w badanej populacji bliznigt w
poréwnaniu z populacja polska.
Rozktad czestosci u bliznigt odbiega statystycznie od rozktadu w populacji (p<0,0001). Alleli
14,2; 17,2; 19; 20; 22 i 24 nie zaobserwowano w badanej populacji bliznigt. Allele 14,2; 17,2
oraz 24 wystepuja w populacji polskiej z czestoscig 0,001.

Analiz¢ markera THO1 (AATG, THO1, 11p15.5), przeprowadzono dla 15 par
blizniat, uzyskujac nieistotny statystycznie wynik rozktadu czestosci alleli (chi®=9,152,

df 7, p=0,2420, test dwustronny). Czestosci THO1 przedstawiono na ryc. 38.
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THO1
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0,20
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Ryc. 38. Zestawienie czestosci wystepowania alleli THO1 w badanej populacji bliznigt w
poréwnaniu z populacja polska.

Rozktad czestoéci u bliznigt nie odbiega statystycznie od rozkltadu w populacji polskiej
(p=0,2420). U bliznigt nie wystgpuja allele 5, 10 i 11. Allele 5 i 11 wystgpuja w populacji
polskiej z czestosciag 0,0013 1 0,0009.

Ponizej w tabeli 11. przedstawiono przyktadowe wyniki uzyskane dla blizniat

jednozygotycznych oraz bliznigt dwuzygotycznych.
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4.3.4. Poréwnanie wynikow uzyskanych ré6znymi metodami

W analizach przeprowadzono jednoczesne badanie czynnika von Willebrandta i
hydroksylazy tyrozynowej z zastosowaniem tradycyjnej reakcji PCR (VWF i THO1) oraz
w ramach reakcji multipleks w zestawie PowerPlex 16 (VWA i THO1) dla pigciu par
blizniat, nie wykazujac rozbieznosci w uzyskanych wynikach.

Z kolei potgczona analiza danych dla bliznigt z badan typu PowerPlex 16 i PCR
pozwolita uzyska¢ wyniki dla markera TPOX dla 29 par bliznigt. Wynik rozktadu
czgstosei u bliznigt byt istotny statystycznie (chi’=12,622, df 5, p=0,0272, test
dwustronny). Rozktad czestosci alleli TPOX w populacji bliznigt dla obydwu typow
analiz przedstawiono na ryc. 39. Wyniki potwierdzajg statystyczne roéznice migdzy

populacjg blizniat a populacja polska (Czarny 1 wsp., 2005).

TPOX
0,55
0,50
0,45
0,40
0,35
:§ 0,30
E" 0,25 M Bliznieta
© 0,2 B Populacja
0,15
0,10
0,05
Bl
6 8 9 10 11 12
Allele

Ryc. 39. Zestawienie czesto$ci wystepowania alleli TPOX w badanej populacji blizniat w
poréwnaniu z populacja polska.

Rozktad czgstosci u bliznigt odbiega statystycznie od rozktadu w populacji polskiej (p=0,0272).
U blizniat nie wystepuje allel 6, ktory w populacji polskiej wystepuje z czestoscia 0,001.

Podobna sytuacja wystgpita w przypadku powtorzen zwigzanych z czynnikiem
von Willebrandta, analizowanych metodami pojedynczej reakcji PCR (VWF) i reakcji
PowerPlex 16 (VWA). Analizie poddano tacznie 57 par blizniat, a uzyskane wyniki
potwierdzaja brak statystycznie istotnej réznicy migdzy populacja blizniat a populacja
polska (chi’®=10,132, df 9, p=0,3399, test dwustronny). Rozktad czestosci przedstawiono
na ryc.40.
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VWA
0,25
0,20
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Ryc. 40. Zestawienie czestosci wystepowania alleli VWA w badanej populacji bliznigt w
poréwnaniu z populacja polska.

Rozktad czestosci u bliznigt nie odbiega statystycznie od rozktadu w populacji polskiej
(p=0,3399). U blizniagt nie wystepuje allel 21, a populacji polskiej allele 12, 13 i 21 wystepuja z
czestoscig 0,001.

W przypadku powtdrzen zwigzanych z markerem THOL1 (ryc. 41), badanych
metodami pojedynczej reakcji PCR i reakcji PowerPlex 16 analizie poddano tacznie 70
par bliznigt, a uzyskane wyniki potwierdzajg statystycznie istotne rdéznice mig¢dzy
populacja blizniat a populacja polska (chi’=25,437, df 6, p=0,0003, test dwustronny),
podobnie jak dla bliznigt badanych z zastosowaniem pojedynczej reakcji PCR. Z kolei
analiza alleli uzyskanych tylko w reakcji PowerPlex 16 nie wykazywala istotnosci

statystycznej.

THO1

0,30

0,25

0,20

Czestosé

0,15 m Bliznieta

0,10 H Populacja

0,05

0,00 -
5 6 7 8 9 9.3 10
Allele

Ryc. 41. Zestawienie czestoSci wystepowania alleli THO1L w badanej populacji bliznigt
uzyskanych z wykorzystaniem tradycyjnej reakcji PCR i PCR typu multipleks w
porownaniu z populacja polska.

129



WYNIKI

Rozktad czgstosci u bliznigt odbiega statystycznie od rozktadu w populacji (p=0,0003). Allel 5
w populacji polskiej wystepuje z czgstosciag 0,001.

4.4. Przypadki chimeryzmu u blizniat jednozygotycznych

Podczas  okreslania  zygotycznosci  bliznigt, u  Kilku par  bliznigt
jednozygotycznych wykazano obecno$¢ dodatkowych fragmentow DNA. WyniKi
otrzymane z wczesniejszych analiz hybrydyzacyjnych $wiadcza o znacznym udziale
dodatkowego materiatlu genetycznego. Zaistniale zjawisko najpro$ciej mozna
wytlumaczy¢ transfuzjg krwi 1 komoérek macierzystych bliznigt poprzez anastomozy
obecne w tozysku, co doprowadzito do wystgpienia pseudomozaicyzmu (ang.
pseudomosaicysm) lub chimeryzmu, tzn. przeniesienia komorek macierzystych
wspotblizniaka do komoérek szpiku podczas rozwoju zarodkowego. Wyjasnienie to nie
moze by¢ jednak w pelni satysfakcjonujace wobec domniemanej identyczno$ci
genetycznej bliznigt. Jednoznaczne rozstrzygniecie etiologii obecnosci dodatkowego
materiatu genetycznego u trzech par bliznigt bedzie mozliwe dopiero po wykonaniu
badan molekularnych nie tylko na DNA wyizolowanym z leukocytow, lecz rowniez z
innych tkanek. Badaniami powinni zosta¢ objete zardéwno dzieci, jak i ich rodzice.

Wykonujac analizy, ktorych celem byto rozstrzygnigcie zygotycznos$ci blizniat,
u trzech par bliznigt jednozygotycznych stwierdzono obecnos¢ dodatkowych
fragmentow DNA w leukocytach krwi obwodowej. Na ryc. 42 (str. 131-143)
przedstawiono rozdzial elektroforetyczny produktow reakcji multipleks PCR z
wykorzystaniem zestawu PowerPlex 16 dla pary blizniat. Blizni¢ta wykazuja obecnos¢
dodatkowych alleli dla siedmiu loci VWA, FGA, D13S317, D7S820, CSF1PO, Penta D
oraz D21S11. Wiarygodnos¢ uzyskanych wynikow zostala potwierdzona przez
dwukrotne powtorzenie analizy. Na podstawie analizy multi locus omawiane pary

bliZznigt uznano za jednozygotyczne.
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Ryc. 42. Analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego u bliznigt z chimeryzmem Kkrwi z

zastosowaniem zestawu PowerPlex 16.

Rycina przedstawia rozdziat na sekwenatorze kapilarnym locus amelogeniny umozliwiajace

okreslenie ptci (XY, pte¢ mgska) oraz polimorficznych fragmentoéw loci VWA, D8S1179, TPOX,
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FGA, D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, CSF1PO, Penta D, D3S1358, THO1, D21S11,
D21S11 oraz Penta E. Bliznigta wykazuja obecnos¢ dodatkowych alleli dla locus VWA (4 allele,
15, 17, 18, 19) oraz po 3 allele dla loci FGA (20, 22 i 23), D13S317 (8, 11 12), D7S820 (9, 10 i
11), CSF1PO (10, 11 13), Penta D (11, 12 i 13) oraz D21S11 (11, 15 16). Dla locus D16S539
wystepuja allele 12 i 13, dla locus D21S11 allele 29 i 31, dla locus D3S1358 allele 16 i 17, dla
locus THO1 allele 7 i 9, dla locus D5S818 allele 11 i 12, dla locus D8S1179 allele 11 i 13, dla
locus TPOX allele 8 i 11, a dla locus Penta E allele 5 i 17. Bliznigta jednozygotyczne.
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5. DYSKUSJA

Materiat biologiczny pochodzacy od bliznigt jest materialem trudnym do zebrania.
Wynika to z faktu, ze narodziny bliznigt s3 duzym wydarzeniem dla rodzicow i sprawa
wykorzystania ich materiatu genetycznego do badan naukowych schodzi na dalszy plan, a do
przeprowadzenia badan potrzebna jest ich zgoda. Najlepszym materialem wyjsciowym do
wykonania badan genetycznych pozostaje nadal krew obwodowa lub pepowinowa, nie
korzystano z wymazow z jamy ustnej ze wzgledu na mozno$¢ wystapienia btedu. Dla
wykonania badan stosowano probki DNA pochodzace z kilku zrodet, przy czym glowny
material pochodzil z Laboratorium Genetyki Molekularnej prof. Ryszarda Stomskiego, w
ktorym zgromadzono ponad 17 000 probek DNA, w tym wiele od bliznigt. Do badan
pozyskiwano rowniez material biologiczny od bliznigt urodzonych w Ginekologiczno-
Potozniczym Szpitalu Klinicznym Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w
Poznaniu oraz Oddziale Potozniczo-Ginekologicznym Wojewodzkiego Szpitala Zespolonego
im. Ludwika Perzyny w Kaliszu.

Krew jest najlepszym materiatem wyjsciowym do analiz genetycznych i na pewno
dlugo takim pozostanie. Badaniu moze podlega¢ zaré6wno jadrowy jak i mitochondrialny
DNA, w rozprawie doktorskiej oparto si¢ na procedurach analiz DNA opisanych w ksigzce
Analiza DNA — Teoria i Praktyka (Stomski, 2008). W grupie badawczej prof. Stomskiego
badania DNA sa wykonywane w sposob rutynowy od 40 lat, wszystkie procedury sa
zweryfikowane w praktyce, dlatego w niniejszej rozprawie nie podejmowano innych
rozwigzan W postaci komercyjnych zestawow do izolacji DNA czy tez podstawowej reakcji
PCR. Jedynym wyjatkiem jest stosowanie zestawu PowerPlex 16 do amplifikacji 16 loci i ten
zestaw stosowano zgodnie z zaleceniami producenta, poniewaz zostal w peini zwalidowany.
Wszystkie preparaty DNA stosowane w badaniach zostaly ocenione pod wzgledem
ilosciowym i jakosciowym (Stomski, 2008).

W roznych okresach realizacji rozprawy do wustalenia zygotycznosci bliznigt
stosowano rézne metody, co wynikato z dostepnosci odczynnikow do badan jak i
kosztochtonno$ci. Do dyspozycji mialem metode hybrydyzacji z sondg molekularng typu
multi locus, metode hybrydyzacji z dwoma sondami molekularnymi do badan pojedynczego
locus — MS31 i MS43A, metode PCR dla pojedynczego locus oraz metode PCR do
jednoczesnego badania 16 loci. Po uzyskaniu finansowania w postaci projektu badawczego

ujednolicono wszystkie badania i wykonywano je z zastosowaniem zestawu PowerPlex 16.
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Badania hybrydyzacyjne zostaty przeprowadzone tacznie dla 170 par blizniat, przy
czym analiza odcisku genetycznego z zastosowaniem sondy GTG pozwolita na doktadna
identyfikacje¢ 87 par bliznigt dwuzygotycznych i1 83 par blizniagt jednozygotycznych.

W badaniach z zastosowaniem reakcji PCR mozna wyrézni¢ w pracy dwa etapy. W
pierwszym, dotyczacym PLA2A1, CYARO, vVWF, TPOX i THO1 amplifikowano pojedyncze
loci, a w drugim po uzyskaniu finansowania w postaci grantu badawczego analizy mogty by¢
wykonane z zastosowaniem zestawu PowerPlex dla 16 loci. Realizujac te dwa etapy do
rozdziatu fragmentow PCR stosowano aparatur¢ z czytnikami laserowymi celem zwigkszenia
doktadnosci odczytu — sekwenator ptytowy ALFExpress i sekwenator kapilarny MEGABace.
Zastosowana aparatura umozliwita identyfikacj¢ poszczegdlnych alleli, a zatem mozliwe byto

wykorzystanie wszystkich wynikéw do oceny czestosci wystepowania poszczegdlnych alleli.

5.1. Znaczenie badan zygotycznosci

Badania bliznigt dla potrzeb genetycznych prowadzone sg od konca XIX w.
(Zwijnenburg i wsp., 2010). W klasycznych badaniach bliznigt, poréwnanie podobienstwa
bliznigt jednozygotycznych i dwuzygotycznych pod wzgledem wystgpowania choroby lub
cech iloSciowych ufatwia badania nad etiologia zmienno$ci populacji. Bliznigta
jednozygotyczne wykazujg znaczgce podobienstwo w zachowaniu, zdrowiu i chorobie, do
niedawna nazywane byty bliznigtami genetycznie identycznymi. Obecnie pojawiaja si¢ coraz
czesciej dowody na wystgpowanie réznic genetycznych i epigenetycznych w parach blizniat.
Zwijnenburg i wspotpracownicy w 2010 r. opracowali dostgpne w bazach danych Web of
Science oraz PubMed informacje obejmujace 2016 publikacji i 439 raportdw, zwracajac
uwage na zmienno$¢ ekspresji fenotypowej, mechanizmow patogenetycznych, epigenetyki i
mutacji postzygotycznych jako modeli badan defektow genetycznych.

Zygotyczno$¢ bliznigt tej samej plci okreslano poczatkowo gltéwnie na podstawie
badan grup krwi, typowania gldwnego uktadu zgodnosci tkankowej czlowieka, badan
dermatogliféw i poréwnania cech fizycznych, obecnie stosowana jest gtéwnie analiza
polimorfizméw DNA, obejmujacych markery satelitarne jak rowniez analize¢ polimorfizmow
pojedynczych nukleotydow (ang. single nucleotide polymorphism, SNP). Z kolei w szeroko
zakrojonych badaniach epidemiologicznych zygotyczno$¢ czesto ocenia si¢ na podstawie
zestawu odpowiednio dobranych pytan. Prawidtowe okreslenie zygotycznosci ma olbrzymie

znaczenie w poradnictwie genetycznym, w stosowaniu zapobiegawczych terapii czy opieki,
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gdy u jednego z bliznigt wystgpita choroba. Nie bez znaczenia jest takze mozliwo$¢
przeprowadzenia doktadnych badan dla potrzeb transplantologii (Zwijnenburg i wsp., 2010).

Przyjmuje si¢, ze dwie trzecie cigz blizniaczych stanowig bliznigta dwuzygotyczne,
wszystkie bliznigta dwuzygotyczne sg dwukosmowkowe. Z kolei bliznigta jednozygotyczne
moga by¢ jednokosmowkowe lub dwukosmoéwkowe, w zaleznosci od czasu podziatu
mitotycznego po zaptodnieniu jednej komorki jajowej. Okoto 30% jednozygotycznych
bliznigt jest dwukosmowkowych, wszystkie bliznigta jednokosmowkowe oraz 10% z
dwukosmowkowym tozyskiem sg jednozygotyczne (Carroll 1 wsp., 2005). Wiele badan
wskazuje na wigkszy wpltyw kosmowkowosci niz zygotyczno$ci na przebieg porodu i stan
zdrowia bliznigt, co w duzym stopniu zwigzane jest z komplikacjami wynikajacymi z
wystepowania anastomoz naczyniowych u jednokosmowkowych bliznigt jednozygotycznych.
W przypadkach tych obserwuje si¢ nizszg mas¢ urodzeniowg oraz wigksze zrdznicowanie
masy urodzeniowej u ponad 25% cigz jednokosmowkowych. Takich réznic z kolei nie
obserwowano w grupach bliznigt jednozygotycznych dwukosméwkowych oraz bliznigt
dwuzygotycznych (Carroll i wsp., 2005).

Do okreslenia zygotycznos$ci bliznigt od wielu lat wykorzystywana jest analiza grup
krwi, lecz w niektorych przypadkach moze prowadzi¢ do nieprawidtowej klasyfikacji,
ponadto nie wszystkie uktady grupowe antygenéw krwi podlegaja wystarczajacej ekspresji na
wszystkich komorkach ptodu. Zygotyczno$§¢ mozna réwniez okresli¢ poprzez analize¢ DNA
izolowanego z krwi pgpowinowej lub blon plodowych z wykorzystaniem polimorfizmu
dhugosci fragmentow restrykcyjnych, przy czym nie wszystkie dostgpne prace informuja o
przeprowadzeniu oceny histologicznej dla okreslenia kosméwkowosci (Carroll i wsp., 2005;
Wielgus i wsp., 2008b).

W ciazach jednozygotycznych moze wystapi¢ heterokariotypia zwigzana z
zaburzeniami chromosomowymi u jednego z ptodow, wynikajaca z braku postzygotycznego
rozdzialu, stad wykrycie dwoch réznych kariotypow nie wskazuje z calg pewnoscig na
dwuzygotycznosé, dlatego do oceny kosmowkowosci konieczne jest przeprowadzenie badan
na poziomie DNA. Okreslenie kosméwkowosci powinno by¢ przeprowadzone poprzez
badania ultrasonograficzne w pierwszym trymestrze cigzy. Takie badanie w drugim
trymestrze moze by¢ obarczone bledem, wodwczas zalecane jest wykonanie badan DNA,
analizy sekwencji mikrosatelitarnych do wskazania dwuzygotycznos$ci ptodéw i wykluczenia

jednokosmoéwkowosci (Carroll i wsp., 2005).
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Badania przeprowadzone na 336 parach bliznigt urodzonych w latach 2003-2009 w
Szpitalu Klinicznym Uniwersytetu Sun Yat-Sen w Guangzhou w Chinach wskazuja na
jednokosmowkows¢ i1 jednozygotyczno$¢ jako czynniki ryzyka w wewngtrzmacicznym
zahamowaniu wzrostu, ze szczegolnym uwzglednieniem selektywnego zahamowania wzrostu
ptodow (p< 0,01) (Gao i wsp., 2012).

Z kolei ocena stanu zdrowia trojaczkow w Holandii (346 dzieci z 116 cigz) wskazuje,
ze niska masa urodzeniowa zwigzana jest raczej z wystepowaniem wspolnej kosmowki, niz z
jednozygotycznoscig dzieci. Jednozygotyczne jednokosmoéwkowe trojaczki miaty znacznie
nizsza $rednig mas¢ urodzeniowa niz dwuzygotyczne dwukosmoéwkowe trojaczki. W trojkach
dwuzygotycznych, pary jednozygotyczne charakteryzowaly si¢ nizsza $redniag masg
urodzeniowg niz dwuzygotyczne rodzenstwo tylko w wypadku dzielenia przez parg
kosmoéwki (Lamb i wsp., 2012).

Zwigkszona czgstos¢ wystgpowania przedwczesnych porodéw u bliznigt wymaga
prowadzenia badan zwigzanych z oceng ryzyka. Jedng z badanych cech jest zygotycznos¢
okreslana czgsto w oparciu o dane kliniczne obejmujace ocene tozyska, ta sama ple¢ oraz
niezgodno$¢ masy urodzeniowej jako zastepcze Kryteria w ocenie jednokosmoéwkowosci i
jednozygotycznosci bliznigt. Porownanie oceny zygotycznosci w oparciu o dane kliniczne i
badania genetyczne z przyczynami przedwczesnych porodéw i stanem zdrowia bliznigt z
bardzo niskg masg urodzeniowg (<1500 g) odnoszono do zygotycznosci. W badaniach
wieloosrodkowych wybrano 176 par bliznigt o tej samej plci 1 okreslono metodami
genetycznymi zygotyczno$¢. Sposrdd nich dla 123 par potoznicy okreslili na podstawie
danych klinicznych zygotyczno$¢, uzyskujac dla bliznigt jednozygotycznych zgodno$é
uzyskanych wynikdw na poziomie 62,7%, a w przypadku bliznigt dwuzygotycznych 88,9%.
Dwuzygotyczne bliznigta czeSciej rodzily sie¢ przedwczesnie w wyniku zakazenia
wewnatrzmacicznego (33% vs. 20% u bliznigt jednozygotycznych, p<0,01), ponadto czgsciej
podawano ich matkom przed porodem antybiotyki (62% vs. 47% u Dbliznigt
jednozygotycznych, p<0,01). Zespél przetoczenia krwi miedzy ptodami obserwowano
zgodnie z zalozeniami tylko u bliznigt jednozygotycznych (Spiegler i wsp., 2012).

Chociaz kliniczne znaczenie kosmowkowos$ci w cigzach blizniaczych podlega
szerokim badaniom, to znaczenie okoloporodowego okreslenia zygotyczno$ci w oparciu o
metody genetyki molekularnej pozostaje dyskusyjne. Badania przeprowadzono na 569 parach
blizniat, ktére urodzilty si¢ w Szpitalu Narodowego Uniwersytetu w Seulu w Korei w latach

1999-2008 (Lee i wsp., 2010). Kosmoéwkowos¢ okreslano poprzez badania histologiczne, a
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zygotyczno$¢ w oparciu o pte¢ noworodkow, kosmowkowos$¢ 1 badania DNA izolowanego z
krwi pepowinowej. Dwuzygotycznos$¢ wykazano w oparciu o r6zng plte¢ u 238 par bliznigt
oraz w oparciu o badania DNA u 166 par blizniat o identycznej ptci (71%, 404/569 par
bliZznigt). Sposrdd bliznigt jednozygotycznych (29%, 165/569 par blizniat), 119 par (72,1%)
stanowity bliZznigta jednokosmowkowe, a 46 par (27,9%) bliznigta dwukosmoéwkowe. Wsrod
bliznigt poczetych naturalnie bliznigta jednozygotyczne pojawity si¢ dwukrotnie czesciej niz
bliznigta dwuzygotyczne, a jednozygotycznos¢ bliznigt zwigzana byta z prawie dwukrotnie
wiekszym ryzykiem wystgpienia niskiej masy urodzeniowej niz u bliznigt dwuzygotycznych i
dwukosmowkowych (p<0,05). Badacze nie wykazali istotnej zalezno$ci migdzy
zygotycznos$cig i kosmowkowosciag w odniesieniu do zaburzen wystepujacych u noworodkow.
Warto rowniez zwroci¢ uwage na jednozygotyczno$¢ bliznigt w zwigzku z ryzykiem $mierci
okotoporodowej oraz przyszioSciowego wykorzystania do transplantacji organdow i badan
blizniat.

Przyjmuje si¢, ze blizni¢ta stanowig cenne zrodto badan nie tylko w zakresie porodow
wieloraczkéw, ale takze badan zwigzanych z okre§leniem przyczyn wystepowania zmian
fenotypowych u ludzi. Pomystodawcg takiego spojrzenia na blizni¢ta byt Sir Francis Galton
w 1865 r., jednak pierwsze rejestry obejmujace bliznigta zaczely pojawia¢ si¢ w latach
pig¢dziesigtych XX wieku (Ohm Kyvik i Derom, 2006). Okreslenie zygotyczno$ci i
kosmoéwkowosci wynika z przyczyn medycznych, osobistych i naukowych. Zygotycznos¢ jest
wazna dla wystgpienia ewentualnych przeszczepow i dziedziczenia specyficznych chorob, z
kolei jednokosmowkowos¢ zwigzana jest ze zwigkszonym ryzykiem wystagpienia komplikacji
obejmujacych deformacje, zespot przetoczenia krwi, zaburzenia hemodynamiki, zaburzenia i
ograniczenia wzrostu ptodow. Wystepuje tutaj rowniez zwigkszona smiertelnos¢ oraz trzy- do
pieciokrotny wzrost zaburzen w pordéwnaniu z bliznigtami dwukosmowkowymi.
Zygotyczno$¢ zwigzana jest z Zyciem osobistym bliznigt, trojaczkéw, ich rodzin oraz
srodowiska, w ktorym przebywaja w zwigzku z konieczno$cig identyfikacji poszczeg6lnych
osob. Z kolei badania bliznigt maja dlugg histori¢ wynikajaca z okreslania udziatu czynnikow
srodowiskowych 1 genetycznych na zdrowie i zachowanie cztowieka. W badaniach tych
wykorzystywane sg poroOwnania pomi¢dzy bliZznigtami jednozygotycznymi, dwuzygotycznymi
oraz osobami z cigz pojedynczych (Ohm Kyvik i Derom, 2006).

Okreslenie  zygotycznosci jest wazne w  ocenie wystgpowania chorob
uwarunkowanych genetycznie, jak i w okreslaniu ich podtoza. Lovelina i wsp. (2012)

wykazala w oparciu o badania blizniat jednozygotycznych i dwuzygotycznych na duzy udziat
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gendw w etiologii prochnicy i chordb przyzebia. Z kolei w przypadku wystgpowania stozka
rogéwki oprocz czynnika genetycznego (zgodno$¢ u blizniagt jednozygotycznych) przyjmuje
si¢ takze udzial czynnikow §rodowiskowych modyfikujacych poziom ekspresji choroby (Tuft
i wsp., 2012).

Okreslenie zygotycznos$ci przed 1970 r. opieralo si¢ gltownie na badaniach
makroskopowych i mikroskopowych lozyska poporodowego, badania zostaly utatwione
poprzez wykorzystanie ultrasonografii oraz badan DNA, co umozliwia oceng
kosmoéwkowosci 1 zygotycznosci jeszcze przed porodem. Przyjmuje si¢, ze wszystkie
bliznigta o rdéznej plci sg bliznigtami dwuzygotycznymi. Z kolei jednokosméwkowos¢
stanowi  doskonate  potwierdzenie = jednozygotyczno$ci, przy czym  bliznigta
jednokosmoéwkowe stanowig dwie trzecie wszystkich bliznigt jednozygotycznych, stad
badanie bton ptodowych podczas porodu lub przed porodem umozliwia uzyskanie
niezbg¢dnych informacji.

Badania ultrasonograficzne stanowig najlepsza technik¢ diagnostyczng dla
identyfikacji tozyska w pierwszym trymestrze cigzy (prawie 100%), jednak badania
prowadzone w poOzniejszym okresie cigzy wykazujg si¢ obnizong czutoscig (Ohm Kyvik i
Derom, 2006). Badanie tozyska po porodzie pozwala okresli¢ kosmowkowos¢ jedynie
podczas oceny przez do§wiadczong osobg.

W  przypadku bliznigt tej samej pici, dwukosmoéwkowych lub z nieznang
kosmowkowoscig, dla okreSlenia zygotycznos$ci prowadzi si¢ badania markerow
genetycznych. Okreslenie grupy krwi uktadu ABO, czynnika Rh oraz ukladu MNSs
umozliwia wskazanie ro6znic u bliznigt dwuzygotycznych, w przypadku braku réznic, bierze
si¢ pod uwage jednozygotycznos$¢ bliznigt (Ohm Kyvik i Derom, 2006). W ostatnich latach
prowadzi si¢ badania na poziomie DNA, w ktorych okresla si¢ jakie allele poszczegolnych
loci wystepuja u badanych dzieci. Przyjmuje si¢, ze bliznigta jednozygotyczne posiadaja
identyczny profil DNA, podczas gdy u bliznigt dwuzygotycznych wystepuja odmienne
profile. Dla wykluczenia mutacji somatycznych, konieczne jest zaobserwowanie co najmniej
dwoch roznic u bliznigt dwuzygotycznych. Badanie odcisku genetycznego DNA umozliwia
analize niewielkiej ilosci DNA uzyskanego z catego szeregu tkanek. Ze wzgledu na
potencjalnie nieograniczong liczbe badanych loci, ryzyko wykluczenia dwuzygotycznos$ci, w
przeciwienstwie do badania ukladow grupowych krwi, jest bardzo niewielkie (do 10) (Ohm

Kyvik i Derom, 2006). Badania prowadzone w ramach rozprawy doktorskiej oraz
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wczesniejszych prac potwierdzaja bardzo wysoka skuteczno$¢ analiz na poziomie DNA, tym
bardziej, ze badaniom poddawano bliznigta o tej samej lub réznej pici.

W przypadkach braku moznosci przeprowadzenia badan biologicznych zygotycznosci,
wykorzystuje si¢ oceng w oparciu o odpowiednio dobrany zestaw pytan. Tego typu badania
prowadzi si¢ na bardzo duzych grupach blizniat, na pytania odpowiadajg rodzice lub same
bliznicta. Kwestionariusz okresla podobienstwo fizyczne i1 czesto§¢, z ktéra wystepuje
pomytkowe wziecie jednego z bliznigt za drugie przez rodzicow, krewnych i o0soby
niespokrewnione. Skuteczno$¢ uzyskanych wynikow sigga 95%. Jednak 5% niezgodno$é
oceny zygotyczno$ci jest bardzo wazna, poniewaz brak podobiefistwa u pary bliznigt moze
by¢ zwiazany z wystgpieniem zaburzen u jednego z bliznigt, a zaburzenia moga wynikaé z
zygotyczno$ci 1 powstawania tozyska (Ohm Kyvik i Derom, 2006). Przy przygotowywaniu
rozprawy nie opierano si¢ na kwestionariuszach, ze wzglgdu na pobieranie materialu gtownie
bezposrednio po urodzeniu si¢ blizniagt, stad nie mozna si¢ odnies¢ do skutecznosci tego typu

badan i zgodnosci otrzymanych danych z profilem genetycznym.

5.2. Polimorfizm DNA u blizniat

Niezgodno$¢ genotypow bliznigt jednozygotycznych zwigzana jest z wystapieniem
mutacji punktowej u jednego z bliznigt (Zwijnenburg i wsp., 2010). Nieliczne opisane
przypadki umozliwiaja wykorzystanie bliznigt jednozygotycznych do identyfikacji nowych
genow. W przypadku cech zlozonych, niezgodnos¢ wystgpienia chorob uwarunkowanych
wielogenowo moze by¢ zwigzana z dziedziczeniem pojedynczego recesywnego allelu genu z
mutacja, a nastgpnie z wystapieniem mutacji somatycznej w prawidtowym allelu podczas
rozwoju plodu. Cze$§¢ badan zwigzanych jest z uwiarygodnieniem wynikow badan
molekularnych opierajacych si¢ na wyborze loci umozliwiajacych jednoznaczne wskazanie
bliznigt dwuzygotycznych, nawet w przypadku wystepowania bardzo zblizonego genotypu i
pojawienia si¢ rzadkich alleli (Erickson, 2008). W badaniach wtlasnych, ktore zostaly
potwierdzone podczas realizacji niniejsze] rozprawy wskazano na duzo wigksza
informatywnos$¢ badan hybrydyzacyjnych z wykorzystaniem sond typu multi locus, ktore
pozwalaja na analize wigkszej liczby cech, niz w przypadku stosowania analiz typu PCR.

Innym czynnikiem zwigzanym z wystgpowaniem roznic u bliznigt moze by¢ zmienna
liczba powtorzen, przy czym istotny wydaje si¢ okres, w ktérym pojawiaja si¢ réznice w

liczbie powtdrzen. Badania na bliZznigtach przyczynity si¢ do poznania funkcji telomeréw oraz
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wskazania udziatu czynnikéw genetycznych oraz $rodowiskowych na skracanie dlugosci
telomeréw wraz z wiekiem, jak rowniez rozwojem chordéb zwigzanych ze starzeniem si¢
(Zwijnenburg 1 wsp., 2010). Do tej pory nie wyjasniono znaczenia wystgpowania roznic w
polimorfizmach pojedynczych nukleotydow (SNP) u bliznigt jednozygotycznych. Przyjmuje
si¢, ze roznice na poziomie DNA wystepujace u bliznigt jednozygotycznych moga wynikac z
wystapienia postzygotycznych mutacji. Takie pary bliznigt umozliwiajg badanie cech i choréb
uwarunkowanych wieloczynnikowo poprzez porownanie blizniaka dotknietego zmiang oraz
blizniaka, u ktérego tych zmian nie zaobserwowano (Zwijnenburg i wsp., 2010).

W badaniach wtasnych opierano si¢ gltoéwnie na analizie wykorzystujacej metody
hybrydyzacyjne (170 par bliznigt), ktore mimo pracochtonnos$ci okazaty si¢ by¢ metodami
bardzo wiarygodnymi. Wprowadzenie metod amplifikacyjnych znacznie przyspieszyto
prowadzenie badan, jednak trzeba bylo wykona¢ juz kilka reakcji PCR (56 par bliznigt) lub
reakcje multipleks PowerPlex 16 (15 par bliznigt) dla okreslenia zygotycznosci blizniat, przy
jednoczesnym wskazaniu genotypoéw bliznigt. Badania prowadzono gtownie dla bliZznigt o
identycznej pici, wychodzac z zatozenia, ze r6zna pte¢ pary bliznigt jednoznacznie sugeruje
dwuzygotycznos¢. Takie ograniczenie moze prowadzi¢ jednoczesnie do utrudnienia badan
statystycznych poréwnujacych czgstos¢ alleli bliznigt, w poréwnaniu z wlasng grupa
populacyjng obejmujgca niespokrewnionych mezczyzn i kobiety (Laboratorium Genetyki
Molekularnej) oraz polskie grupy populacyjne przebadane gtownie w oparciu o komercyjnie
dostepne testy do identyfikacji osob (Czarny i wsp., 2005; Sottyszewski i wsp., 2006). Do
wszystkich badan starano si¢ wykorzysta¢ jedng populacje, jednak w paru przypadkach, ze
wzgledu na brak analizowanych markeréw lub brak wszystkich alleli w populacji polskiej,
wykorzystywano grupe przeanalizowang dla zachodniej Polski (Sottyszewski i wsp., 2006).

Wigkszo$¢ analizowanych alleli odznaczata si¢ statystycznie istotnymi réznicami w
rozkladzie czgstosci w pordwnaniu z populacja polska. Wprawdzie wigkszo$¢ analiz
przeprowadzono dla niewielkiej liczby bliznigt (PowerPlex 16 — 15 par blizniat), to jednak
moznos$¢ poréwnania wynikow uzyskanych dla reakcji multipleks z reakcja dla pojedynczych
loci dla czynnika von Willebrandta (VWA, VWF), peroksydazy tarczycy (TPOX) i
hydroksylazy tyrozynowej (THO1), wskazuja na mozno$¢ wykorzystania takiej grupy do
badan statystycznych. Oczywiscie zalecane jest zwiekszenie liczby badanych blizniat.

Jednoczesnie przeprowadzone doswiadczenia wskazujg na skutecznos¢ wybranych
metod w okresleniu zygotycznosci bliznigt. Ze wzgledu na odchodzenie od metod

izotopowych, metoda odcisku genetycznego dajaca jednoznaczng oceng zygotycznosci,
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wypierana zaczyna by¢ przez metody amplifikacyjne, w tym przez komercyjne zestawy do
identyfikacji os6b w oparciu o zestawy od 10 do 16 analizowanych markerow. W przypadku
analiz typu pojedynczego locus, zaleca si¢ wykonanie kilku, powyzej 5 reakcji PCR, dla
poprawnego okreslenia zygotycznosci.

Prowadzi si¢ rowniez badania wystgpowania heteroplazmii mitochondrialnego DNA
(Andrew i wsp., 2011). W chorobach wynikajacych z mutacji mitochondrialnego DNA,
wystepowanie niezgodnosci fenotypu u bliznigt wydaje si¢ by¢ zwigzane z rdznym poziomem
heteroplazmii. Przyjmuje si¢, ze wlasnie roznice w mitochondrialnym DNA bliznigt
jednozygotycznych moga prowadzi¢ do wystgpowania odmiennego nasilenia objawow
chorob dziedziczonych autosomalnie dominujagco. W oparciu o powyzsze przestanki
przeprowadzono badania bliznigt z réznym poziomem ekspresji nerwiakowltokniakowatosci
typu 1, nie wykazano jednak réznic w mikrosatelitarnych sekwencjach petli D mtDNA oraz
poziomie heteroplazmii (Detjen i wsp., 2007). Podobnie brak zréznicowania sekwencji petli
D obserwowano w pracach wlasnych w poszczeg6lnych parach blizniat.

Zygotyczno$¢ bliznigt okreslana z zastosowaniem komercyjnie dostepnych zestawow
do analizy krotkich sekwencji powtorzonych (ang. short tandem repeats, STR) pozwala na
uzyskanie precyzyjnych wynikow. Dostepne zestawy obejmujg od 10 do 15 odrgbnych loci
oraz marker umozliwiajacy okreslenie plci — amelogening. W badaniach wlasnych
wykorzystuje si¢ rowniez metode hybrydyzacji z wielopunktowymi sondami molekularnymi,
np. typu GTG,, co pozwala na bardzo precyzyjne okreslenie zygotycznosci. Jest to jednak
metoda wymagajaca naktadow czasu i pracy z izotopami. Do badan stosowane sa dodatkowo
analizy pojedynczych loci metoda PCR. W przypadkach, w ktorych obserwowano
wystepowanie chimeryzmu, wyniki uzyskano takze z zastosowaniem zestawu PowerPlex 16
do identyfikacji osobniczej. Dane literaturowe wskazuja, ze badania molekularne pozwolity
na wykrycie u 48 par bliznigt poczgtych w wyniku zastosowania technik wspomaganego
rozrodu oraz 25 par naturalnie poczg¢tych blizniat odpowiednio 3 i 18 par bliznigt
jednozygotycznych. Badania kliniczne zwigzane z oceng kosmoéwkowosci i tozyska bliznigt
tej samej pici wskazywaty na jednozygotyczno$¢ bliznigt, gdy obserwowano bardzo duze
tozysko u jednokosméwkowych blizniat o tej samej pici oraz gdy dwukosméwkowe bliznigta
tej samej pici mialy odrgbne tozyska (Yang i wsp., 2006).

Bardzo duze wyzwanie w diagnostyce stanowig cigze trojacze, pierwsze badania
molekularne umozliwiajace ocen¢ zygotycznosci 1 badania kosméwkowosci przeprowadzono

na dzieciach narodzonych w wyniku naturalnego zaptodnienia (18 trojek) oraz poczetych z
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wykorzystaniem technik wspomaganego rozrodu (31 trojek) (ang. assisted reproduction
technology, ART) (Guilherme i wsp., 2008). Zygotyczno$¢ okreslano z wykorzystaniem
analizy sekwencji mikrosatelitarnych, natomiast kosmoéwkowo$¢ poprzez badanie tozyska. U
dzieci poczetych naturalnie czesto$¢ par bliznigt jednozygotycznych wynosita 48%, sposrod
dwukosmowkowych ciaz trojaczych 30% stanowity bliznigta jednozygotyczne, a 70%
bliznicta dwuzygotyczne. Natomiast wsrdd trojkosmoéwkowych cigzy trojaczych 20%
stanowily ptody dwuzygotyczne, a 80% trojzygotyczne. Z kolei w cigzach trojaczych
uzyskanych z  zastosowaniem technik ART, czgstos¢ wystgpowania  bliznigt
jednozygotycznych jest duzo nizsza 1 wynosi tylko 6,5%, wszystkie trojaczki
dwukosmowkowe sg dwuzygotyczne i tylko 4% trojkosmowkowych ciaz trojaczych jest
dwuzygotyczna, a 96% stanowiag trojzygotyczne trojkosmoéwkowe trojaczki (Guilherme i
wsp., 2008). W badaniach wlasnych wprawdzie jeszcze nie zetknigto si¢ z analizg trojaczkow,
tym nie mniej wdrozone metody pozwolg takze na okreslenie ich zygotycznosci. Rowniez
dzigki stosowaniu zaawansowanych technik wspomaganego rozrodu i wzrostu wieku matek,

nalezy spodziewac¢ si¢ pojawiania si¢ wielu ciekawych przypadkow.

5.3. Zygotyczno$¢ blizniat

Zygotyczno$¢ bliznigt tej samej plci okreslana jest czesto poprzez wykorzystanie
kwestionariusza i dla uwiarygodnienia tej metody sprawdza si¢ uzyskane dane na poziomie
DNA. Tego typu badania przeprowadzono na dwoch duzych grupach blizniat tej samej plci w
Chinach, wskazujac na duza zgodnos¢ ankiet z badaniami genetycznymi (Chen i wsp., 2010).
Badaniom poddano 471 par bliznigt ze $rednig wieku ok. 14 lat (345 jednozygotycznych, 126
dwuzygotycznych) oraz 382 par w wieku ok. 12 lat (261 jednozygotycznych, 121
dwuzygotycznych). Kwestionariusz obejmowal 12 pytan zwigzanych z podobienstwem oraz
czestoscig pomyltek. Zgodnos¢ wynikow z danymi genetycznymi zwigkszono poprzez
dodanie uwag rodzicow i zastosowanie dwupunktowego formatu odpowiedzi. Badania DNA
obejmowaty 9 loci typu STR. Poréwnanie wszystkich danych wskazato na zgodno$é
przewidywania z zastosowaniem trzypunktowego kwestionariusza wynoszaca 83,8%, dane od
rodzicow zwigkszaly dokladnos¢ o 3,9%, a zastosowanie dwupunktowej skali pozwalaty na
4,6% wzrost skutecznosci. Jednoczesne zastosowanie raportéw od dzieci i rodzicow
pozwalalo na wzrost czuto$ci do 90,6%. Uzyskane wyniki sugeruja, Ze nieznacznie zmienione

kwestionariusze z dwupunktowa skala oraz uzyskanie wynikow z kilku zrodet pozwoli na
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skuteczne wykorzystanie tego typu badan w ocenie zygotycznosci dorostych blizniat.
Podobne badania prowadzono réwniez wcze$niej w Chinach, wskazujac na dosy¢ duza
wydajnos¢ danych uzyskanych z kwestionariusza w stosunku do badania DNA w pigciu loci
(Chen i wsp., 1999).

Jednozygotyczno$¢ bliznigt moze wigza¢ si¢ ze zgodnoscia wystepowania chorob
uwarunkowanych genetycznie. Np. w przypadku choroby Le$niowskiego-Crohn’a, zgodno$¢
w tej grupie bliznigt jest istotnie wicksza niz w przypadku bliznigt dwuzygotycznych.
Wystepowanie mutacji w genic NOD2/CARD15 nie jest zwigzane z koniecznoscig
wystapienia choroby Les$niowskiego-Crohna u obydwu bliznigt. Badania dunskie
przeprowadzone dla 103 par bliznigt z chorobami zapalnymi jelita zwigzane byly ze
sledzeniem losow par bliznigt przez 13 lat. Zygotycznos¢ bliznigt okreslona poczatkowo w
oparciu o kwestionariusz zostata potwierdzona z wykorzystaniem metod molekularnych.
Badaniom molekularnym poddano 123 bliznigta, wykazujac 63,6% zgodno$¢ pod wzgledem
wystepowania choroby wsérdd jednozygotycznych par bliznigt 1 3,6% sposrod
dwuzygotycznych. Wiecej niz jedng mutacje w genie NOD2/CARD15 obserwowano u 44%
pacjentow z chorobg Le$niowskiego-Crohna, 2% pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem
jelita grubego 1 19% zdrowych blizniagt (Jess 1 wsp., 2005). Pozniejsze badania potwierdzity
mniejszy od przewidywanego wpltyw tla genetycznego na wystgpowanie choroby
Les$niowskiego-Crohna u par bliznigt (Halfvarson, 2011).

Jednozygotyczne bliznigta rzadko sa catkowicie identyczne, wplywaja na to
mechanizmy genetyczne, epigenetyczne, jak rowniez postzygotyczne mechanizmy
srodowiska plodowego (Machin, 2009). Heterokariotypia czy =zaburzona inaktywacja
chromosomu X moga prowadzi¢ do wystapienia znaczacych rdéznic wsrod bliznigt
jednozygotycznych i nieprawidlowego okreslenia ich jako dwuzygotyczne. Okreslenie
zygotyczno$ci jest istotne dla typowania tkanek dla potrzeb transplantacji, mozliwosci
zapobiegania wystgpienia choréb nie ujawniajacych si¢ u bliznigt jednocze$nie i
odpowiedniej opieki nad bliznigtami. Bardziej doktadne okreslenie zygotycznosci jest
niezbedne w przypadku par bliznigt o nietypowym, ztozonym pochodzeniu biologicznym, np.
trigametyczne 1 tetragametyczne chimerowe bliznigta dwuzygotyczne moga by¢ tez
jednokosmoéwkowe. Wystepowanie migdzyptodowych anastomoz naczyniowych u bliznigt
jednokosmoéwkowych moze przyczyni¢ si¢ do wystgpowania zgodnosci na poziomie krwi,
przy braku zgodnosci tkankowej innych organdéw (Machin, 2009). Poniewaz w niniejszej

rozprawie do badan wykorzystywano krew pgpowinowa lub krew obwodowa, zreszta jako
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najczestsze 1 bardzo wydajne zrodto do izolacji materiatu genetycznego, nie mozna bylo
zaobserwowaé podobnych odchylen.

Okreslenie zygotycznos$ci bliznigt prowadzone jest czgsto w oparciu o0 DNA uzyskany
z nablonka jamy ustnej czy krwi oraz analize sekwencji mikrosatelitarnych, STR czy
zmiennej liczby powtorzen tandemowych (ang. variable number tandem repeats, VNTRS).
Jednozygotyczne bliznigta moga by¢ odmienne ze wzgledu na rdézne procesy genetyczne,
epigenetyczne czy srodowisko ptodowe, nalezy réwniez rozwazy¢ mozno$¢ wystgpienia
chimer jednokosméwkowych bliznigt dwuzygotycznych. Postzygotyczne mutacje w
badanych loci moga prowadzi¢ do wskazania bliznigt jednozygotycznych jako
dwuzygotycznych. Okreslenie kosmoéwkowosci nie odzwierciedla w pelni potencjalnej
zygotycznosci blizniat, jedna trzecia bliznigt jednozygotycznych jest dwukosmowkowa, stad
dwukosmowkowe bliznigta tej samej pici nie mogg by¢ odgdrnie uznane za dwuzygotyczne
(Machin, 2009).

Genotypowanie o$miu markerow mikrosatelitarnych powinno wystarczy¢ do
wskazania bliznigt dwuzygotycznych, jednak wystepowanie postzygotycznych mutacji w
liczbie powtorzen moze komplikowaé uzyskanie wynikow. Obecnie nie wiadomo jaka liczba
niezgodnych sekwencji VNTR wystepuje u bliznigt jednozygotycznych, stad nie mozna
wystandaryzowa¢ metody diagnostyki zygotycznosci. Warto przeprowadzi¢ badania wigkszej
liczby polimorficznych loci. Ponadto nieprawidtowe wyniki mozna uzyska¢ z probek DNA
uzyskanych z krwi bliznigt jednokosmowkowych. W diagnostyce prenatalnej zaleca si¢
podwojng amniocentezg zamiast biopsji kosmowki, podobnie mylace wyniki mozna uzyskaé
w wyniku kordocentezy u bliznigt jednokosmoéwkowych. Poniewaz podczas realizacji
rozprawy nie zaktadano wykorzystania probek pobranych w trakcie trwania cigz mnogich, nie
mozna jednoznacznie potwierdzi¢ skutecznosci proponowanej powyzej metodyki. Badanie
bliznigt jednozygotycznych niezgodnych pod wzgledem podejrzewanych chorob
genetycznych i rozwojowych moze by¢ podwazone przez wystepowanie mozaicyzmu Krwi,
chyba ze wystepuje pewnos¢ co do dwukosmdéwkowosci bliznigt (Machin, 2009).

Za jedng z przyczyn wystepowania niezgodno$ci w manifestacji cech i choréb u
bliznigt przyjmuje si¢ wystepowanie heteroplazmii mitochondrialnego DNA (Avital i wsp.,
2012). Badania prowadzono na jednozygotycznych bliznigtach zgodnych i niezgodnych pod
wzgledem wystepowania zaleznej od wieku cukrzycy typu 2 (ang. age-related type 2 diabetes
mellitus, T2DM). Wystepowanie dysfunkcji mitochondriow, pomimo wystepowania

heteroplazmii nie bylo zwigzane z rozwojem cukrzycy. Zaobserwowano jednak wickszy
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udzial mutacji zwigzanych z heteroplazmia w mig$niach niz we krwi oraz wskazano na
wplyw dziedziczenia na akumulacje zmian 1 selekcj¢ mutacji. Wiele mutacji
mitochondrialnego DNA byto unikalnych, jednak inne wystepowaty w parach blizniagt lub w
roznych tkankach tej samej osoby. Zaobserwowano réwniez wigksza czgsto$¢ wystepowania
zmian w sekwencjach niekodujacych. Zjawisko heteroplazmii analizowano z wykorzystaniem
najnowoczesniejszych technik masowego sekwencjonowania i nie zaobserwowano réznic w
poziomie heteroplazmii u blizniat z cukrzycg oraz u bliznigt z grupy kontrolnej (Avital i wsp.,
2012).

Badania wtasne pe¢tli D mitochondrialnego DNA potwierdzaja niewielki udziat
heteroplazmii u dzieci z cigz mnogich. U bliznigt jednozygotycznych nie wskazano

zmiennosci, hiewielki udziat zmian byl natomiast obserwowany u bliznigt dwuzygotycznych.

5.4.  Chimeryzm Krwi

Chimeryzm obserwowano juz w starozytno$ci, w mitologii greckiej Chimera byta
istotg z ciatem lwa, glowg kozy i ogonem weza. Obecnie wiadomo, ze chimeryzm wyst¢puje
w $wiecie zwierzat 1 ludzi, 1 zwigzany jest z wystgpowaniem dwoch genetycznie réznych
typow komorek, pochodzacych z wigcej niz jedna genetycznie odrebna zygota. W przypadku
mozaicyzmu wystepuja tez rézne typy komorek, ale pochodza one z pojedynczego zarodka.
Zjawisko chimeryzmu moze wystapi¢ podczas rozwoju ptodu, w dziecinstwie, w zyciu
dorostym, ale takze moze zaj$¢ podczas zaptodnienia czy embriogenezy (Abuelo, 2009).

Chimeryzm zwigzany jest z wystgpowaniem w jednym organizmie komorek
pochodzacych z dwdch lub wigcej zygot. Pod wzgledem tla genetycznego wyr6ézni¢ mozna
cztery typy chimeryzmu. 1) Chimeryzm zwigzany z komorkami plciowymi, wystepowaniem
dwoch typow plemnikow lub chimeryzm tetragametyczny (ang. dispermic or tetragametic
chimerism). Tego typu chimery powstaja w wyniku wczesnej fuzji dwoch odrebnych i
genetycznie roéznych zygot, czesto charakteryzuja sie¢ pelnym hermafrodytyzmem. 2)
Sztuczny/indukowany chimeryzm (ang. artificial chimerism) wystepuje u ludzi po
przeszczepie komorek macierzystych lub szpiku kostnego i charakteryzuje si¢ pojawieniem
si¢ drugiej populacji komoérek. 3) Mikrochimeryzm (ang. microchimerism) zwigzany jest z
przenikaniem komorek plodu do krwioobiegu matki przez tozysko. Zjawisko to moze
prowadzi¢ do wystapienia chordb autoimmunizacyjnych. 4) Chimeryzm bliznigt zwany

réwniez chimeryzmem hematopoetycznym (ang. twin chimerism, haematopoietic chimera),
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zwigzany jest z wystepowaniem potaczen naczyniowych miedzy plodami. Zjawisko to jest
znane u dwuzygotycznych bliznigt bydta, jednak kilka przypadkow zaobserwowano takze u
cztowieka (Bourthoumieu i wsp., 2006). Wystepowanie tego zjawiska o mechanizmie
typowym dla wszystkich ssakow moze nasila¢ si¢ ze wzgledu na czestos¢ stosowania technik
wspomaganego rozrodu (Burlingham, 2010).

Diagnostyka chimeryzmu ciggle stanowi duze wyzwanie, poniewaz laboratoria
skupiaja si¢ gldwnie na typowaniu szpiku kostnego przed i po przeszczepie. Istotny jest udziat
laboratoriow badajacych DNA i odroznienie przypadkéw mozaicyzmu od chimeryzmu.
Mozaicyzm zwigzany jest z jednokrotnym wktadem materialu matczynego i ojcowskiego
wszystkich badanych markerow. Wykrycie dwoch lub wigcej alleli sugeruje wystepowanie
chimeryzmu, jednak wymagane sg dalsze badania dla okreslenia mechanizmu powstawania
chimeryzmu, analizowany jest rowniez DNA izolowany z krwi, biopsji skory czy wymazu z
jamy ustnej (Abuelo, 2009).

Chimeryzm moze wystagpi¢ u bliznigt jednozygotycznych, a bardzo niska
wykrywalno$¢ zwigzana jest z koniecznoscig wystgpienia odmiennych fenotypoéw. Dobry
przyktad stanowig bliznigta jednokosméwkowe =z niezgodng picig czy bliznigta
jednozygotyczne niezgodne pod wzgledem wystapienia zespolu Downa. Komoérki krwi
obydwojga bliznigt wykazywaly obecno$¢ komoérek prawidtowych 1 trisomicznych,
wskazujac na chimeryzm hematopetyczny. Z kolei badania skory i komoérek nabtonka jamy
ustnej wskazaty obecnos¢ tylko komorek z trisomig chromosomu 21, przy czym w przypadku
zdrowego blizniaka wszystkie komorki byty prawidlowe. Badania zygotyczno$ci z
zastosowaniem analizy sekwencji mikrosatelitarnych genomowego DNA z krwi, wskazaty na
identyczno$¢ bliznigt, a dodatkowy chromosom 21 byt pochodzenia ojcowskiego.
Prawdopodobny mechanizm powstania rdznic obejmowat prawidtowe zaptodnienie 46,XY
wraz z postzygotycznym uzyskaniem dodatkowego chromosomu przez jedno z bliznigt lub
ojcowski btad mejozy II wraz z mechanizmem ochrony przed trisomig (ang. trisomy rescue).
Przypadek ten sugeruje okreslanie zygotycznosci w oparciu nie tylko o komorki krwi, ale
takze wykorzystanie komorek fibroblastow w celu rozrdznienia chimeryzmu uktadu
krwiotwdrczego od mozaicyzmu (Abuelo, 2009). Z reguty material do badan w przypadku
bliznigt obejmuje krew obwodowg, a wybor dodatkowej tkanki zwigzany jest dopiero z
koniecznosciga przeprowadzenia poglebionej diagnostyki w  $cisle uzasadnionych

przypadkach.
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Wystgpowanie chimeryzmu u bliznigt dwuzygotycznych dotyczy gtéwnie blizniat
jednokosmoéwkowych.  Jeden z  przypadkow  zwigzany jest z  bliznigtami
jednokosmoéwkowymi, ktore dopiero w drugim trymestrze wykazaty niezgodno$¢ pici. U
dzieci wykryto chimeryzm krwi, mieszaning komorek XX i1 XY, podczas gdy fibroblasty
skory byly 46, XY u chlopca, a 46,XX u dziewczynki. Kazde z bliznigt posiadalo dwie
populacje limfocytow, wigksza populacj¢ komoérek z kariotypem XY oraz mniejsza z
kariotypem XX. Badania tozyska wykazaly wystepowanie anastomoz na powierzchni ptodow,
a zaptodnienie in vitro uznano za czynnik ryzyka wystgpienia chimeryzmu. Chimeryzm
bliznigt dwuzygotycznych zwigzany mogl by¢ z fuzja trofoblastoéw zarodkéw przed
implantacja. Drugi przypuszczalny mechanizm moégl obejmowaé podwdjne zaptodnienie
produktow mejozy pojedynczego oocytu dwoma plemnikami, co jednak zostato wykluczone
przez badania DNA (Abuelo, 2009).

W przypadkach bliznigt, u ktérych nie wystepuja zaburzenia fenotypu, chimeryzm
moze by¢ ukryty. Dane literaturowe wskazujg przypadek jednokosmowkowych bliznigt
uzyskanych w wyniku indukowanej owulacji, uznanych jako jednozygotyczne, a ktore
wykazywaty niezgodno$¢ grup krwi. Brak zgodnosci obejmowat takze limfocyty krwi i
cebulki wlosow, co wskazuje na chimeryzm bliznigt dwuzygotycznych. Jednoczes$nie
prowadzone badania sugerujg koniecznos¢ prowadzenia bardzo doktadnych analiz dla bliznigt
poczetych z zastosowaniem technik wspomaganego rozrodu (Abuelo, 2009).

Jeszcze trudniejsze przypadki wystepuja w mieszanych typach bliznigt. Chimeryzm u
naturalnie poczetych bliznigt wykazano po badaniu dzieci, u ktorych jedno z bliznigt miato
nie w pelni wyksztalcone genitalia. Analizy wykazaty kariotyp 46,XX/46XY w limfocytach,
fibroblastach skoéry 1 komodrkach rozrodczych, przy czym jeden zestaw genéw pochodzil od
matki, a material od ojca zostat uzyskany dwukrotnie. Bliznigta w ten sposob byly bardziej
podobne do siebie niz bliznigta dwuzygotyczne, ale mniej zblizone niz bliznigta
jednozygotyczne (Abuelo, 2009).

Przyjmuje si¢, ze postnatalnie chimeryzm powinien by¢ oczekiwany w przypadku
bliznigt jednokosméwkowych z niezgodnymi fenotypami czy grupa krwi. Réwniez w
przypadku stosowania technik wspomaganego rozrodu, wystepowanie nietypowych zjawisk
jak pigmentacja skory, sugeruja wystgpienie chimeryzmu.

Niezbednym elementem oceny kariotypu u bliznigt jest ich doktadna analiza
cytogenetyczna. Potwierdza to przypadek, w ktorym na skutek blednej informacji

cytogenetycznej dokonano niepotrzebnie usunigcia obu jajnikéw u jednego z blizniakow.

158



DYSKUSJA

Wykonane uprzednio zarowno badanie ultrasonograficzne jak i amniopunkcja wykazaty pte¢
meska obydwu ptodow. W trakcie porodu okazato si¢ jednak, ze urodzily si¢ bliznigta
odmiennej pici. U jednego z blizniat, u ktérego fenotyp odpowiadat ptci zenskiej stwierdzono
dysgenezje gonad, na skutek czego usunigto gonady, aby zapobiec rozwojowi
gonadoblastomy. Analiza fibroblastow pochodzacych z biopsji skory wykazata kariotyp
46,XX, natomiast badania histologiczne gonad potwierdzily obecno$¢ prawidtowych
jajnikow. W rzeczywistosci noworodek ten byt kobietg z kariotypem 46,XX i chimeryzmem
(Bourthoumieu i wsp., 2006).

Jednokosmowkowe dwuzygotyczne bliznigta wystepuja rzadko, ale czgstos¢ ich
wystepowania wzrasta w przypadku stosowania metody wspomaganego rozrodu. Wsrod
bliznigt jednokosmowkowych w cigzy powstalej w wyniku zaptodnienia in vitro
zdiagnozowanych w pierwszym trymestrze cigzy, badania wymazow policzkowych wykazaty
dwuzygotycznosé, natomiast badania DNA limfocytow krwi obwodowej potwierdzity
obecno$¢ chimeryzmu krwi. Istnieja dowody, ze po urodzeniu u bliznigt mozna
zaobserwowac¢ dlugoletnie wystepowanie chimeryzmu (Walker i wsp., 2007).

Blizni¢ta od wielu lat wykorzystywane sg do okreSlenia udzialu czynnikéw
genetycznych i $§rodowiskowych (Erlich, 2011). Wydaje si¢ wazne, aby do takich badan
wykorzystywa¢ material genetyczny uzyskany nie tylko z krwi obwodowej. Jednak krew
wydaje si¢ by¢ ciggle najlepszym materiatem do izolacji DNA. Drugie zrddto, czgsto zresztg
wykorzystywane, stanowig komorki nabtonka z jamy ustnej, ktore jednak moga by¢
obarczone bledem, zwigzanym z mozliwo$cig zanieczyszczenia obcym DNA. Dostepne dane
literaturowe podaja, ze badania calego genomu i epigenomu jednozygotycznych bliZznigt
niezgodnych pod wzgledem wystepowania stwardnienia rozsianego z wykorzystaniem DNA
izolowanego z krwi nie wykazaly roznic, co podwaza stosownos¢ wykorzystywania tej
techniki do badania bliznigt. Wyst¢gpowanie chimeryzmu krwi u bliznigt prowadzi do
znaczacego obnizenia czulo$ci wykrywania roéznic na poziomie jednonukleotydowych
polimorfizméw typu SNP, w przypadku badan materialu genetycznego izolowanego z
komorek krwi (Erlich, 2011). Wydaje sie¢, takze na podstawie badan wlasnych, ze warto
bytoby w takich przypadkach przeprowadzi¢ rowniez analiz¢ z wykorzystaniem np. DNA
izolowanego z komorek nabtonka (Wielgus i wsp., 2008a).

Mimo, ze chimeryzm krwi u bliznigt wystepuje w wyniku transferu komorek
krwiotworczych miedzy plodami poprzez wspdlne tozysko, wykryto takze przypadek

chimeryzmu krwi w cigzy blizniaczej dwukosmowkowej dwuzygotycznej. Wnioski jakie
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wysuni¢to dotyczyly pary bliznigt urodzonych w 34 tygodniu cigzy, z ktorych jedno ptei
meskiej urodzito si¢ martwe. Badanie histopatologiczne potwierdzito obecnos¢ dwoch tozysk
1 dwoch owodni. Ocene kariotypu noworodka ptci zenskiej dokonano w oparciu o probke
krwi obwodowej, wykazujgc obecno$¢ mieszaniny komorek 46,XX i 46,XY. W przypadku
wykrycia chimeryzmu w limfocytach krwi, konieczne jest dokladne przebadanie
zewnetrznych narzadow piciowych, narzadéw rozrodczych oraz innych tkanek w celu
potwierdzenia chimeryzmu w tkankach innych niz hematopoetyczne. Jest to rzadki przypadek
chimeryzmu krwi w tozyskach dwukosmowkowych, w przeciwienstwie do tego jaki ma
miejsce w tozyskach jednokosmowkowych (Jang i wsp., 2010).

Chimeryzm krwi u cztowieka charakteryzuje si¢ wystgpowaniem dwoch lub wigcej
typoéw komorek u tej samej osoby, ktére zawierajg material genetyczny pochodzacy od wigcej
niz jednej zygoty. Chimeryzm moze by¢ nabyty w wyniku transfuzji komorek dawcy lub wad
wynikajacych z fuzji zarodkow, badz wystapienia zespotu przetoczenia krwi miedzy ptodami
dwuzygotycznymi (Yu i wsp., 2011; Biran i wsp., 2011). Przyktadowo badania grupy krwi u
4-letniego chtopca wykazaty wystepowanie ukladu AB, przy czym wystepowata nietypowa
aglutynacja. Badania grup krwi rodzicow pierwotnie wskazywaly na to, ze nie sg
biologicznymi rodzicami chlopca. Pelne wyjasnienie nastgpito po wskazaniu mozliwosci
wystgpienia chimeryzmu. Analiza molekularna locus ABO leukocytow wskazata na
wystepowanie dwoch heterozygotycznych genotypow A102/001 i B101/001. Pozostate
badane loci zawieraty po 3 rozne allele, wskazujac na pochodzenie dwoch alleli albo od matki
dziecka, albo od ojca dziecka. Badane dziecko stanowito przypadek chimery tetragametycznej
(Yu iwsp., 2011).

Za réznice w niezgodnych jednozygotycznych parach bliznigt odpowiedzialne sg
zmiany w genach warunkujace wystgpowanie okreslonych jednostek chorobowych. W
przypadku bliznigt mozna przeprowadzi¢ duzo latwiejsze poszukiwania, ze wzgledu na brak
zaktocajacego obraz wptywu polimorfizméw. Badania nad niezgodnymi jednozygotycznymi
parami bliznigt moga postuzy¢ do poszerzania wiedzy na temat spektrum chorob, czynnikow
przyczyniajacych si¢ do ich zmiennosci, mechanizméw chorobotworczych, jak 1
postzygotycznej mutagenezy (Burlingham, 2010).

Wydaje sig, ze przypadki bliznigt jednozygotycznych niezgodnych pod wzgledem
wystepowania réznych cech, choréb pozwola na szybkie znalezienie genéow zwigzanych z
chorobami uwarunkowanymi jednogenowo, bez udziatu wptywu polimorfizméw. Badania sg

obecnie bardzo utatwione dzigki metodom sekwencjonowania nowych generacji. Nalezy
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jednak ciagle pamigta¢, ze wyniki uzyskane na podstawie badanh DNA izolowanego z krwi
obwodowej moga nie by¢ w pelni informatywne. Tym nie mniej badania bliznigt
jednozygotycznych pozwolg na powigzanie wystepowania zmian w okreslonym genie z

jednostka chorobows, fenotypem czy profilem transkrypcji (Zwijnenburg i wsp., 2010).
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6.

WNIOSKI

WNIOSKI

. Analiza DNA wykonana dla par bliznigt, obejmujaca poréwnanie polimorfizmu

sekwencji minisatelitarnych (techniki hybrydyzacyjne) i mikrosatelitarnych (techniki
amplifikacyjne) pozwolita na jednoznaczne wskazanie bliznigt jednozygotycznych i
dwuzygotycznych.

. Klasyczna analiza odcisku genetycznego (analiza typu MLS) okazata si¢ metoda

bezsporng 1 rozstrzygajaca w aspekcie okreSlania zygotycznos$ci, jednakze jej
stosowanie przebiega z zastosowaniem radioizotopow, co stanowi duze ograniczenie tej
metody, podobnie jak konieczno$¢ stosowania wysokoczasteczkowych preparatow
DNA i stosunkowo duzych ilosci DNA (ok. 10 pg) w poréwnaniu z metodami

amplifikacji.

. Zakres analiz genetycznych wykonywanych dla bliznigt powinien by¢ zréznicowany i

dostosowany do Sytuacji, w ktorej wystepuje wysokie prawdopodobienstwo
identycznosci badanych sekwencji, a takie zachodzi u blizniat dwuzygotycznych.
Okreslenia dwuzygotyczno$ci jest pewne w momencie, gdy stwierdzi si¢ réznice W
poszczegolnych allelach, lecz dla udowodnienia jednozygotycznosci wymagane jest
wykonanie kilkunastu analiz pojedynczych loci.

Zastosowanie analiz pojedynczego locus umozliwito stwierdzenie u trzech par blizniat
dodatkowych fragmentow DNA, co sugeruje wystapienie U nich zjawiska chimeryzmu.
Dostrzezenie dodatkowych fragmentow DNA za pomocg analizy typu odcisk

genetyczny nie jest mozliwe.

. Bardzo skuteczng metodg ustalania zygotyczno$ci okazata si¢ reakcja PCR z

zastosowaniem zestawu PowerPlex 16, ktory jest powszechnie stosowany w badaniach
medyczno-sadowych i kryminalistycznych. Laboratorium stosujace ta metod¢ musi
korzysta¢ z wysokiej jakosci polimerazy dla przeprowadzenia jednoczesnej amplifikacji
16 loci, a takze musi by¢ wyposazone w sekwenator kapilarny z mozliwoscia
wielobarwnego odczytu ze wzgledu na naktadajace si¢ wielkosci poszczegdlnych

polimorficznych alleli.

. Analiza sekwencji petli D mitochondrialnego DNA potwierdzita wysoki polimorfizm

tego regionu w badanej grupie blizniat, jednak nie zaobserwowano rdznic w obrebie

zadnej z par bliZznigt jednozygotycznych.
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7. Czgstos¢ wystepowania polimorficznych alleli D8S1179, TPOX, FGA, D3S1358, D21S11,
D18S51, Penta E, D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, CSF1PO, Penta D, PLA2AL i D1S80,
ktorych obecno$¢ stwierdzono w badanej grupie bliznigt odbiega od czgstosci ich
wystepowania stwierdzonej w populacji polskiej. Wniosek ten dotyczy bliznigt jednej

pici.
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STRESZCZENIE

8. STRESZCZENIE

W diagnostyce perinatalnej cigz wieloptodowych bardzo wazne jest ustalenie, czy sa
to cigze dwukosméwkowe czy jednokosmoéwkowe oraz jednoowodniowe, natomiast mniejsze
znaczenie ma zygotyczno$¢. Wynika to ze wzrostu ryzyka $miertelno$ci wraz z pdzniejszym
podzialem ptodow. Jednak informacja na temat zygotyczno$ci moze mie¢ znaczenie w
przypadku wystgpienia koniecznos$ci leczenia noworodkéw. Genetyka molekularna wniosta
do badan bliznigt ulatwienie okreslenia zygotycznosci oraz mozliwos¢ wydania wyniku nie
budzacego watpliwosci. Badania porownawcze migdzy bliznigtami jednozygotycznymi i
dwuzygotycznymi sg stosowane w ocenie idiopatogenezy zespoldw chorobowych u ptodéw i
noworodkow.

Do oceny zygotycznosci bliznigt stosowano metode hybrydyzacji z sondg molekularng
typu multi locus, metode hybrydyzacji z dwoma sondami molekularnymi do badan
pojedynczego locus — MS31 i MS43A, metod¢ PCR dla pojedynczego locus oraz metode
PCR do jednoczesnego badania 16 loci.

Badania hybrydyzacyjne zostaly przeprowadzone tacznie dla 170 par blizniat, przy
czym analiza odcisku genetycznego z zastosowaniem sondy GTG pozwolita na dokladng
identyfikacj¢ 87 par bliznigt dwuzygotycznych i 83 par blizniat jednozygotycznych.

W badaniach z zastosowaniem reakcji PCR mozna wyr6zni¢ w pracy dwa etapy,
dotyczacy analizy pojedynczych loci PLA2A1, CYARO, vWF, TPOX i THOl oraz
jednoczesnej analizy 16 loci z wykorzystaniem zestawu PowerPlex 16. Zastosowanie analiz
pojedynczego locus umozliwito stwierdzenie u trzech par bliznigt dodatkowych fragmentow
DNA, co sugeruje wystgpienie u nich zjawiska chimeryzmu. Dostrzezenie dodatkowych
fragmentéw DNA za pomocg analizy typu odcisk genetyczny nie jest mozliwe.

Analiza sekwencji petli D mitochondrialnego DNA potwierdzita wysoki polimorfizm
tego regionu w badanej grupie blizniat, jednak nie zaobserwowano réznic w obrgbie zadnej z
par blizniat jednozygotycznych.

Czesto$¢ wystepowania polimorficznych alleli D8S1179, TPOX, FGA, D3S1358,
D21S11, D18S51, Penta E, D5S818, D13S317, D75820, D16S539, CSF1PO, Penta D, PLA2AL i
D1S80, ktérych obecnos¢ stwierdzono w badanej grupie bliznigt odbiega od czestosci ich

wystepowania stwierdzonej w populacji polskiej. Wniosek ten dotyczy blizniat jednej ptci.
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SUMMARY

9. SUMMARY

The perinatal diagnostics of multiple pregnancies is very important for determination
of type of pregnancy - monochorionic or dichorionic and monoamniotic and equally
important is determination of zygosity. This is due to an increased risk of mortality with
subsequent division of the fetuses. However, information on zygosity could be even more
significant in the case of newborns needing medical treatment. Molecular genetics applied to
the study of twins zygosity solves the problem and results are not questionable. Comparative
studies between the dizygotic and monozygotic twins are used in the evaluation of
idiopathogenesis of syndromes in fetuses and newborns.

For the evaluation of twin zygosity hybridization method using molecular probe of
multi locus type, hybridization method with two molecular probes to study single locus -
MS31 and MS43A, a PCR method for single locus and the PCR method for multiplex
detection of 16 loci were used.

Hybridization studies were carried out for a total of 170 pairs of twins, the genetic
fingerprint analysis using GTG probe allowed the accurate identification of 87 pairs of
dizygotic twins and 83 pairs of monozygotic twins.

In studies using PCR two stages can be distinguish - the analysis of single loci
PLA2A1, CYARO, vWF, THO1 and TPOX and simultaneous analysis of 16 loci using the
PowerPlex kit. The use of a single locus analysis enabled the detection in three pairs of twins
additional DNA fragments, suggesting the occurrence of chimerism. The detection of
additional DNA fragments by DNA fingerprint was not possible.

Sequence analysis of D-loop of mitochondrial DNA confirmed the high
polymorphism of this region in the group of twins, but no differences were observed within
any of the monozygotic pairs of twins.

The incidence of polymorphic alleles D8S1179, TPOX, FGA, D3S1358, D21S11,
D18S51, Penta E, D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, CSF1PO, Penta D, PLA2A1 and
D1S80, present in the group of twins was different from the frequency of their occurrence

described for the Polish population. This conclusion applies to the twins of the same gender.
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Analiza chimeryzmu krwi u blizniat.
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Marker D18S51
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Ryc. 43. Analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego u blizniat z chimeryzmem krwi z
zastosowaniem zestawu PowerPlex 16.

Rycina przedstawia rozdzial na sekwenatorze kapilarnym locus amelogeniny umozliwiajace
okreslenie pici (XY, pte¢ meska) oraz polimorficznych fragmentow loci VWA, D8S1179, TPOX,
FGA, D5S818, D13S317, D75820, D16S539, CSF1PO, Penta D, D3S1358, THO1, D21S11,
D18S51 oraz Penta E. Bliznigta wykazuja obecno$¢ dodatkowych alleli dla locus Penta E (4
allele, 5, 7, 131 19) oraz po 3 allele dla loci D13S317 (allele 8, 11 i 12), D7S820 (allele 10, 11 i
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13), D16S539 (allele 10, 12 i 14), D21S11 (allele 28, 32.2 i 35.2), D8S1179 (allele 12, 13 i 14),
FGA (allele 20, 21.2 i 25) i THO1 (allele 8, 9.3 i 11). Dla locus VWA wystepujg allele 16 1 18, dla
locus CSF1PO allele 11 i 12, dla locus D3S1358 allele 15 i 16, dla locus D5S818 allele 10 i 12,
a dla locus Penta D allele 10 i 12. Dla dwoch loci D18S51 (allele 14-14) i TPOX (allele 8-8)
blizni¢ta s homozygotami. BliZnieta jednozygotyczne.
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Ryc. 44. Analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego u blizniat z chimeryzmem krwi z
zastosowaniem zestawu PowerPlex 16.

Rycina przedstawia rozdzial na sekwenatorze kapilarnym locus amelogeniny umozliwiajgce
okreslenie pici (XY, pte¢ meska) oraz polimorficznych fragmentow loci VWA, D8S1179, TPOX,
FGA, D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, CSF1PO, Penta D, D3S1358, THO1, D21S11,
D18S51 oraz Penta E. Bliznigta wykazuja obecno$¢ czterech alleli dla loci D13S317 (allele 8, 9,
121 13) i D7S820 (allele 9, 10, 11 i 12) oraz po trzy allele dla loci D16S539 (allele 9, 11 i 12),
D3S1358 (allele 14, 15 i 16), D5S818 (allele 10, 12 i 13), D8S1179 (allele 10, 12 i 14), FGA
(allele 21, 23 i 24), Penta E (allele 7, 15 i 17) oraz THO1 (allele 6,9 i 9.3). Dla locus VWA
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wystepuja allele 16 i 18, dla locus CSF1PO allele 11 i 12, dla locus D18S51 allele 15 i 19, dla
locus D21S11 allele 29 i 31, a dla locus Penta D allele 9 i 14. Dla locus TPOX bliznieta sg
homozygotami (11-11). Bliznieta jednozygotyczne.
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11. ZGODA KOMISJI BIOETYCZNEJ NA PROWADZENIE BADAN

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNAN

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 ¢
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 764/09

Na podstawie priepisow Ustawy t dnia 5 grudnia 1996 r. o zawodach lekarza i lekarza dentysty (Dz. U. 1997, Nr 28, poz. 152); Rozporqdzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolecnej
dnia 11 maja 1999r. w sprawie szczegdlowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dzialania komisji bioetycznych (Dz. U. Nr 47, poz 480); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia
dnia 11 marca 2005 r. w sprawie szxczegdlowych wymagan Dobrej Praktyki Klinicznej (Dz. U. 2005, Nr 57, po 500) an dnia 6 wrzesnia 2001r. Prawo farmaceutyczne (Dz. U. :
2004r. Nr 53, poz. 533 ze zm.); Rozporuqdzenia Ministra Finansdw : dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie ob, 8 ip i cywilnej bdatu i sponsora
(Dz U. 2004 nr 101, poz 1034 : poin. m.); Roporzqdzenia Ministra Finansiw : dnia 18 maja 2005r. 2qd. w sprawie ob.
lzalnosci cywilnej badacza i sponsora (Dz U. Nr 101, poz 845); Rozporwqdzenia Ministra Zdrowia : dnia 30 h-ullua 2004r. w sprawie sposobu prowadzenia badan
klinicznych : udzialem maloletnich (Dz U. 2004 Nr 104, poz. 1108); Rozporqdzenia Ministra Zdrowia : dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie glaszania niespodziewanego cigtkiego
dzialania p i (D' U. Nr 104, poz 1107); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia : dnia 4 listopada 2008r. w sprawie wzoréw dokumentéw przedkladanych
w owiqihu T le i oraz w sprawie fci i sposobu uis ia oplat za rozpocz¢cie badania klinicznego (Dz. U. Nr 201, poz. 1247), kierujqc sig
Zasadami F Prowad; Badani Kliniconych -~ GCP - opracowanymi w oparciu o Deklaracj¢ Helsiriskq.

Komisja, na posiedzeniu w dniu: 08 pazdziernika 2009 r.

rozpatrzyta wniosek, ktory przedstawil Pan:
prof. dr hab. Ryszard Stomski

w sprawie prowadzenia badar w
Instytucie Genetyki Czfowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

Glowny badacz: lek. med. Mariusz Nawrocki

Czlonkowie zespolu

badawczego: dr n. med. Karolina Wielgus
mgr Marta Podralska

dr med. Joanna Kempiak
prof. dr hab. Krystyna Cieslik
dr Matgorzata Waszak

dr Marlena Szalata

Temat

badari: "Analiza zmiennosci genetycznej bliznigt — polimorfizm
sekwencji mikrosatelitarnych DNA, heteroplazmia
mitochondrialnego DNA i wystepowanie chimeryzmu
komorek krwi”.

Komisja wyraza zgode na prowadzenie badan

Przewodniczacy Komisji
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Prof. zw. dr hab; med. Zygmunt Przybylski
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