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Streszczenie
Cel badania: Ustalenie efektywnosci metody MLFA (multiplex ligation dependent probe amplification) w prenatalnej
diagnostyce najczesciej wystepujacych aneuploidii (chromosomdw 21, 18, 13, X oraz Y) oraz porownanie wynikow
uzyskanych tg metoda z wynikami rutynowych technik prgzkowych.
Materiat i metoda: Przeprowadzono badanie metoda MLFA z zastosowaniem zestawu sond SALSA MLPA
P095 (MRC - Holland) na 195 probkach DNA wyizolowanego z materiafu pochodzacego z inwazyjnych badarn
prenatalnych wykonanych w Pracowni USG SPSK im. Prof. Orfowskiego od paZdziernika 2008 r. do lipca
2012 r. u pacjentek o podwyzszonym ryzyku aberracji chromosomowych u ptodu oraz 5 probkach materiatu po
poronieniu indukowanym. Jednoczesnie prowadzono hodowle komdrkowe i oceniano kariotyp klasyczng metoda
cytogenetyczna.
Wyniki: Kariotyp oznaczono w 192 badaniach prenatalnych (98,6%, 192/195). W 52 przypadkach (26,8%)
stwierdzono nieprawidfowy kariotyp ptodu — w wigkszosci proste aneuploidie chromosomow 13, 18, 21, X i Y
(86,5%, 45/52). Wynik metodg MLFA udafo sie uzyskac w 180 probkach DNA z materiatu pobranego prenatalnie
(92,3 180/195). Bezwzgledna czutosc i swoistos¢ metody MLPA wyniosta 100%. W dziewieciu probkach
pobranych prenatalnie metoda MLPA nie zidentyfikowano aberracji wykrytych klasyczng metoda prazkowa lub
FISH. W Zzadnym z tych przypadkow nie byto moZliwe uzyskanie rzeczywistego wyniku stosowanym zestawem
sond. We wszystkich probkach materiatu po poronieniu udato sie przeprowadzic reakcje MLPA.
Whioski: MLPA jest skuteczng metodg wykrywania najczestszych aneuploidii w diagnostyce prenatalnej. Ze

wzgledu na matg ilos¢ przeprowadzonych reakcji na materiale po poronieniu, ocena przydatnosci metody w tych
przypadkach wymaga dalszych badan.

Stowa kluczowe: inwazyjna diagnostyka prenatalna / MLPA — multiplex ligation
dependent probe amplification / szybkie metody molekularne /
/ kariotyp / aneuploidie /
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Abstract

Objectives: To assess the effectiveness of the MLPA method (multiplex ligation dependent probe amplification) in
prenatal diagnosis of common aneuploidies and compare its concordance with traditional karyotyping.

Material and methods: From October 2008 until July 2012 we performed 195 MLPA (MRC -Holland) tests with
the PO95 probe mix on DNA extracted from chorionic Villi or amniotic fluid from pregnant women with elevated risk
for abnormal fetal karyotype and 5 tests on miscarriage DNA samples. Cell culture and traditional karyotyping were
performed in parallel.

Results: Traditional karyotyping was successfully performed in 192 cases (98.5%, 192/195). In 52 cases the fetal
karyotype was abnormal (26.8%,). The most common findings included aneuploidies of the following chromosomes:
13, 18, 21, X, Y (86.5%, 45/52). There were 179 conclusive and 1 inconclusive MLFA result (92.3%, 180/195).
The absolute specificity and sensitivity of the MLFA test were 100%. In 9 cases traditional karyotyping revealed
aberrations impossible to detect with the MLPA P095 kit. The MLPA reaction was successfully performed on all
miscarriage DNA samples.

Conclusions: MLPA is an effective method for detecting common aneuploidies. Its effectiveness for miscarriage
DNA samples remains to be elucidated in further studies.

Key words: invasive prenatal tests / MLPA / multiplex ligation dependent probe

amplification / rapid molecular methods / karyotype / aneuploidies /

Wprowadzenie

Zapoczatkowana w latach 60. inwazyjna diagnostyka pre-
natalna polega na pobraniu materiatu ptodowego — amniocytow,
komoérek trofoblastu albo leukocytow krwi pepowinowej, przede
wszystkim celem analizy materiatu genetycznego ptodu pod ka-
tem nieprawidlowosci genetycznych. Najczgsciej w pobranym
materiale wykonuje si¢ badanie cytogenetyczne w celu oznacze-
nia kariotypu ptodu.

Badanie to niesie za soba potrzebg zatozenia hodowli ko-
morkowej trwajacej 10 — 14 dni. Dhugi czas oczekiwania na wy-
nik badania ma szczegdlne znaczenie w przypadku stwierdzenia
nieprawidtowosci anatomicznych ptodu, ktore wiaza si¢ z wyso-
kim ryzykiem aberracji chromosomowych, a takze w przypadku
p6zno wykonywanych badan inwazyjnych. W razie potwierdze-
nia u ptodu zaburzen genetycznych, wczesna diagnoza pozwala
na rozwazne podjegcie decyzji dotyczacych dalszego prowadzenia
ciazy na wczesniejszym jej etapie. Jest to korzystne dla pacjentki
ze wzgledow zardwno psychologicznych, jak i medycznych.

Najczgsciej wykrywanymi w badaniach prenatalnych aber-
racjami chromosomowymi sa aneuploidie chromosomoéw 21, 18,
13, X, Y, ktore stanowia 60 do 85% wszystkich aberracji [1, 2].
W zwiazku z tym do diagnostyki prenatalnej wprowadzono me-
tody szybkiej diagnostyki tych aberracji bez koniecznosci wyko-
nywania hodowli komorkowej. Poczatkowo stosowano technike
FISH do jader interfazowych [3], nastgpnie potiloSciowa metodg
QF-PCR [4], a w 2002 roku wprowadzono multipleksowa am-
plifikacj¢ zalezna od ligacji (multiplex ligation dependent probe
amplification — MLPA) [5]. Obecnie jest to najczgsciej stosowana
w diagnostyce prenatalnej metoda szybkiego wykrywania wspo-
mnianych wyzej aneuploidii, bez koniecznosci zaktadania ho-
dowli komorkowej [6, 7]. Wynik badania dostgpny jest w ciagu
kilku dni od pobrania materiatu.
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Metoda MLPA pozwala na ilosciowa oceng do 50 réznych
sekwencji DNA w trakcie jednej reakcji. ROwnocze$nie mozna
analizowac 96 probek z uzyciem niewielkiej ilo§ci DNA. W po-
rownaniu z badaniem FISH lub klasyczng analiza prazkowa
chromosomow metoda jest stosunkowo tania. Z tego wzgledu
w wielu krajach zostala wprowadzona do rutynowej diagnostyki
genetycznej, celem szybkiego wykluczenia najczgstszych ane-
uploidii [6, 7].

Pracownia USG I Kliniki Potoznictwa i Ginekologii — CMKP
jest osrodkiem referencyjnym w zakresie diagnostyki prenatal-
nej. Rocznie wykonuje si¢ w niej ok. 600 badan inwazyjnych.
Pobrany material oceniany jest we wspotpracujacym Zakladzie
Genetyki Instytutu Psychiatrii i Neurologii w Warszawie. W 2011
r. odsetek wykrytych nieprawidtowych kariotypéw wyniost ogo-
fem 12% (biopsja kosmowki — 22%; amniopunkcja — 7,7%; kor-
docenteza — 14%). Podobnie jak w danych z piSmiennictwa po-
nad 85% stanowily proste aneuploidie chromosomoéw 13, 18, 21,
Xi1Y[1,2]. Wzwiazku z tym wydaje si¢ zasadne wprowadzenie
szybkich metod wykluczajacych najczgstsze aberracje chromo-
somowe [8].

Cel pracy

Celem pracy bylo ustalenie efektywnosci metody MLPA
w diagnostyce prenatalnej najczgsciej wystepujacych aneuplo-
idii (chromosomow 21, 18, 13, X 1Y) oraz porownanie wynikow
uzyskanych tag metoda z wynikami otrzymanymi rutynowymi
technikami prazkowymi.

Materiat i metoda

Badana grupa

Prezentowane przez nas wyniki stanowia wstgpne doniesie-
nie na temat skuteczno$ci nowo wdrazanej metody. Z tego wzgle-
du nie okreslono $cisle kryteriow kwalifikacji probek do oceny
metoda MLPA.
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Badanie technika MLPA przeprowadzano na DNA wyizolo-
wanym z materiatu pochodzacego z inwazyjnych badan prena-
talnych wykonanych w Pracowni USG SPSK im. Prof. Ortow-
skiego: ptyn owodniowy — 103 (51,5%), trofoblast — 92 (46%).
Z tego materiatu rownolegle zakladano hodowlg komoérkowa
1 wykonywano preparaty do oceny kariotypu rutynowymi meto-
dami prazkowymi.

Wskazania do badania inwazyjnego przedstawiono w tabeli
1 i tabeli II. Sredni wiek ciazy w momencie badania inwazyjnego
wynosit 15,4 t.c. (95% CI 14,9-15,9 t.c.), $redni wiek pacjentek
wynosit 33,2 lata (95% CI 32,3-34 lat).

Wszystkie badania inwazyjne wykonane byly przez do-
$wiadczonego lekarza droga przezbrzuszna w asyscie ultrasono-
graficznej. Po odkazeniu miejsca wkiucia aspirowano 10-12 ml
ptynu owodniowego do pustej probowki lub fragment kosmow-
ki do probowki z sola fizjologiczng z heparyna, ktére nastgpnie
przekazywano do Zaktadu Genetyki Instytutu Psychiatrii i Neu-
rologii w Warszawie celem analizy DNA i oznaczenia kariotypu.
Po pobraniu materialu sprawdzano czynno$¢ serca ptodu.

Pig¢ probek DNA (2,5%) pochodzito z cigzy obumarlej. Po
indukcji poronienia fragment kosmoéwki lub skory ptodu pobiera-
no do jalowego pojemnika z solg fizjologiczna. Materiat ten nie
byt poddany hodowli ani badaniu cytogenetycznemu. Wyniki ba-
dania metodq MLPA tych probek zostana oméwione oddzielnie.

Metoda MLPA

Od pazdziernika 2008 r. do lipca 2012 r. w Zaktadzie Gene-
tyki Psychiatrii i Neurologii wykonano 200 badan metoda MLPA
z zastosowaniem zestawu sond SALSA MLPA P095 (MRC -Hol-
land). Zestaw zawiera 36 sond: po 8 dla chromosoméw 13, 18,
21, X oraz 4 dla chromosomu Y. W zestawie zawarte sg rOwniez
sondy kontrolne, ktore umozliwiaja oceng ilosci DNA oraz efek-
tywnos¢ denaturacji.

Cata reakcja MLPA prowadzona jest w jednej probowce.
Sondy MLPA sktadaja si¢ z dwoch oligonukleotydowych se-
kwencji, z ktorych kazda zawiera sekwencje komplementarne do
badanego DNA oraz do starterow.

Po wstepnej denaturacji DNA, nastgpuje hybrydyzacja sond
komplementarnych do badanych sekwencji. Sasiadujace ze soba
sondy ulegaja potaczeniu (ligacji), co umozliwia ich amplifikacje
w reakcji PCR. Znamienne dla MLPA jest to, ze amplifikacji ule-
gaja zhybrydyzowane i zligowane sondy, a nie badane DNA oraz
fakt, ze stosowane sa jednakowe startery dla wszystkich sond
w reakcji. Jeden z nich jest znakowany fluorescencyjnie [9].

Produkty reakcji sa poddawane rozdziatowi za pomoca elek-
troforezy kapilarnej. Wyniki sg analizowane w oparciu o ilo$cio-
wa oceng dtugosci i intensywnosci fluorescencji produktow PCR
[5].

DNA z pobranego materiatu izolowano metoda kolumienko-
wa (QIAmap DNA Mini Kit — QIAGEN, Sherlock AX — AAbio-
tech) oraz metoda fenolowa (czgs$¢ komorek trofoblastow).

Rozdziat produktow reakcji MLPA przeprowadzano na
aparacie firmy Applied Biosystems 3130 Genetic Analyser. Do
analizy uzywano 0,7 pl produktu PCR. Otrzymane wyniki ana-
lizowano, porownujac wysoko$¢ pikow w badanych probkach
i w probkach kontrolnych przy uzyciu programu komputerowego
GeneMarker V 1,97 (SoftGenetics LLC).

Prawidlowy stosunek wysokoséci danego piku uzyskane-
go dla badanej proby oraz piku dla proby kontrolnej wynosi
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14/-0,3. Wynik powyzej wartosci 1,3 oznacza duplikacjg¢ nato-
miast ponizej 0,7 wskazuje na delecj¢ [10]. Przyktadowy wynik
MLPA przedstawiono na rycinie 1.
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Rycina 1. Wynik MLPA z programu GeneMarker V 1,97 wskazujacy na trisomie
chromosomu 21 (kwadraciki poza zakresem prawidtowym).

Hodowla komérkowa i barwienie preparatow:

Hodowle komérkowe prowadzono w inkubatorze w tempe-
raturze 37°C i w obecnosci 5%CO,. Amniocyty hodowano na
pozywkach kompletnych AmnioMax (Cytogen) i AmnioGrow
(Gibco), natomiast do hodowli komorek trofoblastu stosowano
tylko AmnioMax (Gibco). Srednio po 14 dniach do hodowli do-
dawano kolcemid w stgzeniu 10 pg/ml i inkubowano przez 1,5
godziny. Nastgpnie komorki zbierano, wirowano, poddawano
szokowi hipotonicznemu w 0,075 M roztworze KCI przez okoto
30 minut i utrwalano mieszaning metanolu i lodowatego kwasu
octowego (3:1). Z tak uzyskanej zawiesiny komorkowej wyko-
nywano preparaty na szkietku mikroskopowym. Przygotowane
preparaty trawiono trypsyna, a nastgpnie barwiono odczynnikiem
Giemzy (tzw. technika GTG). W razie potrzeby chromosomy
barwiono réwniez metoda prazkowa CBG lub NOR, jak réwniez
stosowano technikg FISH. Standardowo analizowano ok. 20 pty-
tek metafazowych z co najmniej dwoch naczyn hodowlanych.

Analiza statystyczna

Zebrane dane poddano analizie statystycznej za pomoca
programu STATA 12. Przedstawiono statystyke opisowa podajac
95% przedziat ufnosci (95% CI). Do oceny zwiazku migdzy da-
nymi kategorycznymi uzyto testu Chi?, migdzy danymi ciagltymi
— testu t- Studenta. Za istotna przyjgto wartos¢ statystyki testowej
<0,05.

Wyniki

Na schemacie przedstawiono zestawienie wynikow badania
cytogenetycznego i MLPA.

Peten kariotyp klasyczna metoda prazkowa (GTG) ozna-
czono w 192 probkach pobranych prenatalnie (98,5%; 192/195).
W trzech przypadkach (trofoblast n=1, ptyn owodniowy n=2) ba-
danie cytogenetyczne nie byto mozliwe z powodu braku wzrostu
komorek w hodowli, ale w dwoch z nich uzyskano wiarygodny
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Schemat: Wyniki badania cytogenetycznego i MLPA probek pochodzacych z badan inwazyjnych.

Zidentyfikowany metoda MLPA (n=130)

46,XX (n=61)
46,XY (n=69)

Prawidlowy
kariotyp w
badaniu
cytogenetycznym
n=142 (72,8%)

Nie zidentyfikowany metoda MLPA (n=3)

Warianty chromosomowe
46,XY,1gh+
46,XY,inv(9)(p12;q13) (n=2)

Nieudana reakcja MLPA (n=9)**
46,XX (n=1)
46,XY (n=38)

Zidentyfikowane metoda MLPA (n=39)
Trisomia 21 (n=20)
Trisomia 18 (n=13)
Trisomia 13 (n=2)
45,X (n=3)
47,XXX

195
probek [
DNA
Aberracje
chromosomowe w
|| badaniu BE
cytogenetycznym
n=50 (25,6%)

Nie zidentyfikowane metoda MLPA (n=6)

Niezrownowazone aberracje chromosomowe

Triploidia 69,XXY

46,XY,der(15),t(15;16)(q26.1;p13.1)
46,XY.ish del(22)(q11.2;q11.2)
46,XY,1(14;21)(q10;q10),+21
[wynik MLPA 46,XY,+21]
Kariotyp mozaikowy

47,XX,+2[11]/46,XX[9]
45,X[34]/46,X ,+mar[40]

[wynik MLPA niejednoznaczny]

Nieudana reakcja MLPA (n=5)**
47,XY,+21
47,XX,+18 (n=2)
45X
45,XY,der(14;21)(q10;q10)mat

Brak wyniku
badania

Udana reakcja MLPA (n=2)
45X (n=1)
47.XY,+18 (n=1)

| | cytogenetycznego
n=3 (1,5%)*

Nieudana reakcja MLPA (n=1)**

* brak wzrostu komérek w hodowli. ** zbyt mato lub ztej jakoSci materiat genetyczny.

wynik metoda MLPA [mlpaX(P095)x1,13,18,21(P095)x2; mlpa-
X,Y(P095)x1,18(P095)x3,13,21(P095)x2].

Nieprawidtowy kariotyp ptodu stwierdzono w 52 probkach
pobranych prenatalnie (26,8%). (Tabela III).

W dwoch probkach wynik uzyskano tylko metoda MLPA.
W wigkszosci (86,5%; 45/52) byty to proste aneuploidie chromo-
somow 21, 18,13, X 1Y, mozliwe do wykrycia stosowanym zesta-
wem sond MLPA (P095). Najwyzszy odsetek nieprawidtowych
kariotypow stwierdzono u ptodow, poddanych badaniu ze wzgle-
du na nieprawidtowy obraz USG (88,5%; 46/52). (Tabela I).
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W tabeli 1T przedstawiono wystegpowanie nieprawidtowosci
w USG. Jedynie dla zwigkszonej przezierno$ci karku, wodnia-
ka karku i obrzgku uogdlnionego ptodu wykazano istotny staty-
stycznie zwiazek z wystgpowaniem aberracji chromosomowych.

W 75 przypadkach wskazaniem do badania inwazyjnego
byta zwigkszona przeziernos$¢ karku u ptodu. U ptodéow z nie-
prawidtowym kariotypem przezierno$¢ karku byla istotnie wyz-
sza, niz u pozostatych ptodéw [6,7mm, 95%CI 5,6 — 7,7mm vs
3,9mm, 95%CI 3,4-4,3mm; p<0,001].
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Tabela I. Wskazania do prenatalnego badania inwazyjnego

. n . Aberracje chromosomowe
Wskazanie [%] Badanie [%]
n=46 [88,5%]
trisomia 21 (n=22)***
Nieprawidtowy obraz USG ptodu 127 [65,2%] trisomia 18 (n=13)
* NT ($rednie NT=5,2 mm; 75* CVS [n=72] trisomia 13 (n=2)
95% Cl 4,6 — 5,9 mm) AC [n=55] 45,X (n=5)
e marker trisomii** 27* 69,XXY
e wada ptodu 39* 47 XXX
46,XY,der(15),t(15;16)(q26.1;p13.1)
46,XY.ish del(22)(q11.2;q11.2)
) . CVS [n=11] n=1[2%]
Wiek >35r.2. 42[21,5%] AC [n=31] 45 X[34)/46,X, +mar[40]
Aberracje chromosomowe 12 [6,2%] CVS [n=4] n=1[2%]
w wywiadzie e’ AC [n=8] 47 ,XY,+18
Diagnostyka choroby o CVS [n=1] Ao
monogenowe;j 4 [2%] AC [n=3] n=0[0%]
n=4 [7,7%]
CVS [n=4] 47 XX,+18 (n=2)
Inne 10[5,1%] AC [n=4] 47,XX,+2[11]/46,XX[9]
45,XY,der(14;21)(q10;q10)mat
Ogétem 195 [100%] %ﬁ::gg} n=52 [100%]***

* mozliwe wspotwystepowanie wskazan; ** marker trisomii — brak kosci nosowej, niedomykalno$¢ zastawki tréjdzielnej, wsteczna fala
A w przewodzie zylnym, jelito hiperechogenne; CVS — biopsja trofoblastu; AC — amniopunkcja;
*** [46,XY,t(14;21)(q10;910),+21] zaliczony do grupy trisomii 21.**** w dwdch przypadkach wynik tylko na podstawie badania MLPA.

Wykazano istotnie statystycznie czgstsze wystgpowanie
aberracji chromosomowych w materiale pochodzacym z biop-
sji trofoblastu, niz amniopunkcji [39,1%, n=36 vs 15,7%, n=16;
p<0,001].

Ogotem w 180 przypadkach z materialu pobranego prena-
talnie udato si¢ uzyskac¢ wynik metoda MLPA (92,3%, 180/195).
Skuteczno$¢ metody byta wyzsza w przypadku DNA izolowa-
nego z trofoblastu (95,7%; 88/92), niz z ptynu owodniowego
(88,4%; 91/103). Roznica ta byla bliska istotnosci statystycznej
(p=0,064).

W 15 przypadkach z powodu matej ilo$ci materiatu lub ztej
jakosci DNA nie udato si¢ uzyska¢ wiarygodnego wyniku me-
toda MLPA, ale w dwoch z tych przypadkoéw prawidtowo okre-
$lono pte¢ ptodu. Wsérdd 15 nieudanych badan technika MLPA
znalazty si¢ 4 przypadki aneuploidii mozliwe do wykrycia stoso-
wanym zestawem sond (45,X n=1; 47,XX,+18 n=2; 47,XY,+21
n=1). (Tabela IV).

W probkach, dla ktorych uzyskano wiarygodny wynik me-
toda MLPA, nie zostata pominigta zadna z 39 niemozaikowych
niezrownowazonych aberracji chromosomow 13, 18, 21, X 1 Y.
Nie odnotowano réwniez wynikow falszywie dodatnich. We
wszystkich przypadkach prawidtowo okreslono pte¢ ptodu. Bez-
wzgledna czulos¢ i swoisto$¢ metody wyniosta 100%.

W dziewigciu przypadkach metoda prazkowa stwierdzono
aberracje chromosomowe niemozliwe do zidentyfikowania sto-
sowanym zestawem sond MLPA. W trzech przypadkach byly to
warianty chromosomowe bez znaczenia klinicznego, w szes$ciu
niezréwnowazone rearanzacje chromosomowe. (Tabela V i Dys-
kusja). Wzgledna czulo$¢ metody wyniosta 86,7%.

We wszystkich pigciu probkach DNA, pochodzacych z ma-
teriatu po poronieniu uzyskano wiarygodny wynik metoda MLPA
(100%; 5/5). Wyniki przedstawiono w tabeli VI.
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Tabela Il. Nieprawidtowy obraz USG ptodu.

. . Aberracje
Nieprawidiowy obraz USG n* T e
ptodu [%]
Zwiekszona przeziernosé o
karku 75 36 [48%]
Marker trisomii*** 27 6 [22,2%]
Wada ptodu 39 13 [33,3%]

 osrodkowy uktad 9 2 [22%]
nerwowy

* serce 10 5 [50%]

 uktad moczowy 6 1[16,7%]

. omphalocgelzle, 13 6 [46,2%)]
gastroschisis

« uktad kostny 3 1[33,3%]

* inne wady 10 3 [30%]

* zespot wad 7 2 [28,6%]
 uogolniony obrzek -
plodu 7 51[71,4%]

« wodniak karku 5 4 [80%]**

Ogotem 127 46 [36,2%)]

* mozliwe naktadanie sie nieprawidtowosci; ** istotne statystycznie (p<0,05);
*** marker trisomii — brak kosci nosowej, niedomykalnosé zastawki tréjdzielnej,
wsteczna fala A w przewodzie zylnym, jelito hiperechogenne
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Tabela Ill. Nieprawidtowe kariotypy w badaniach prenatalnych.

Kariotyp n Materiat Wiek Wskazanie MLPA
trofoblast (n=3) USG (n=5)
45X 5 30 mlpaX(P095)x1,13,18,21(P095)x2
plyn (n=2) paX(P095) (P095)
47 XX,+13 1 trofoblast 26 USG (n=1) mlpaX(P095)x2,13(P095)x3,18,21(P095)x2
trofoblast (n=6) USG (n=6)
47,XX,+18 8 plyn (n=2) 34 inne (n=2) mlpaX(P095)x2,18(P095)x3,13,21(P095)x2
47 XX, +21 9 gt‘;fr‘]’?r']a:;)(”%) 34 | USG (n=9) mipaX(P095)x2,13, 18(P095)x2,21(PO95)x3
47,XY,+13 1 trofoblast 36 USG (n=1) mlpaX,Y(P095)x1,13(P095)x3,18,21(P095)x2
trofoblast (n=6) USG (n=7)
47,XY,+18 8 plyn (n=2) 35 wywiad (n=1) mlpaX,Y(P095)x1,18(P095)x3,13,21(P095)x2
47 XY,+21 12 g;f:l(’iszt)(”zm) 36 | USG(n=12) | mipaX,Y(P095)x1,13,18(P095)x2,21(P095)x3
47 XXX 1 ptyn 36 UsG mlpaX(P095)x3,13,18,21(P095)x2
69,XXY 1 ptyn 31 uUsG mlpaX,Y(P095)x1,13,18,21(P095)x2
45,XY,der(14;21)(q10;q10)mat 1 ptyn 36 translokacja brak wyniku
46,XY,t(14;21)(q10;910),+21 1 trofoblast 27 uUsG mlpaX,Y(P095)x1,13,18(P095)x2,21(P095)x3
46,XY.ish del(22)(q11.2;911.2) 1 trofoblast 29 UsG mlpaX,Y(P095)x1,13,18,21(P095)x2
47, XX,+2[11]/46,XX[9] 1 trofoblast 37 inne mlpaX(P095)x2,13,18,21(P095)x2
45,X[34]/46,X,+mar[40] 1 ptyn 37 wiek wynik niejednoznaczny
46,XY,der(15),t(15;16)
(426.1:p13.1) 1 trofoblast 32 USG mlpaX,Y(P095)x1,13,18,21(P095)x2
trofoblast \L’JVIS; E:f:;s)
Ogoétem 52 | (n=36) 34 T
tyn (n=16) wywiad (n=1)
P inne (n=4)
Tabela IV: Przypadki, w ktorych nie udato sie uzyska¢ wyniku MLPA.
Kariotyp Wskazanie Materiat n
46,XX wiek trofoblast 1
USG (n=1) -
46,XY wiek (n=4) "Of‘ibr']a(srf:(?)” ) 8*
wywiad (n=3) Py
45X USG (wodniak karku, NT 14 mm) ptyn 1
47 XX, +18 USG (n=2) trofoblast (n=2) 2
47,XY,+21 USG (wodniak karku) ptyn 1
45,XY,der(14;21)(q10;910)mat wiek, translokacja w rodzinie ptyn 1
brak wyniku wiek ptyn 1
, trofoblast (n=4)
Ogoétem plyn (n=11) 15
*w dwoch przypadkach w MLPA udato sie zidentyfikowa¢ pte¢ ptodu [mlpaX,Y(P095)x1].
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Tabela V. Aberracje niezidentyfikowane metodg MLPA.

Kariotyp Wskazanie Materiat MLPA
46,XY,1gh+* USG (NT 5,6 mm) trofoblast mlpaX,Y(P095)x1,13,18,21(P095)x2
. . " USG (niedomykalnos$¢ zast. tréjdzielnej;
46,XY,inv(9)(p12;913) pecherz moczowy 14 mm) trofoblast mlpaX,Y(P095)x1,13,18,21(P095)x2
46,XY,inv(9)(p12;q13)* USG (NT 3,5 mm) ptyn mlpaX,Y(P095)x1,13,18,21(P095)x2
. . +« | USG (obrzek ptodu, NT 8 mm),
46,XY,der(15),t(15;16)(q26.1;p13.1) translokacja w rodzinie trofoblast mlpaX,Y(P095)x1,13,18,21(P095)x2
46,XY.ish del(22)(911.2;911.2)** USG (NT 8 mm; podejrzenie wady serca) | trofoblast mipaX,Y(P095)x1,13,18,21(P095)x2
47 XX, +2[11]/46,XX[9]** nieprawidtowy wynik testu Pappa trofoblast mlpaX(P095)x2,13,18,21(P095)x2
69,XXY** USG (bezczaszkowie, fozysko — obraz plyn mipaX,Y(P095)x1,13,18,21(P095)x2
sera szwajcarskiego)
45,X[34]/46,X+mar[40]** wiek ptyn wynik niejednoznaczny
. . ok mlpaX,Y(P095)x1,13,18(P095)x2,
46,XY,t(14;21)(q10;910),+21 USG (NT 5,7 mm) trofoblast 21(P095)x3
USG (n=7) trofoblast
Ogoétem wiek (n=1) (n=6)
inne (n=1) ptyn (n=3)

* wariant chromosomowy, ** niezréwnowazone aberracje chromosomowe

Dyskusja

Opisywana w literaturze, oparta na znacznie wigkszym ma-
teriale, skuteczno$¢ metody MLPA wynosi w przypadku biopsji
trofoblastu ok. 97%, natomiast amniopunkcji ok. 93% [7, 11, 12,
13]. Prezentowane przez nas wyniki wykazuja nieco nizsza sku-
tecznos¢. Moze to by¢ wytlumaczone faktem wdrazania nowej
metody i w zwiazku z tym stosunkowo niewielkim doswiadcze-
niem osoby prowadzacej reakcje. Wigksza efektywnos¢ metody
w przypadku probek uzyskanych poprzez biopsje trofoblastu,
niz amniopunkcje, thumaczy wigksza ilos¢ DNA wyizolowane-
go z kosmkow, co jest zgodne z aktualnym pismiennictwem [11,
12]. Skuteczno$¢ MLPA byta najwyzsza w przypadkach materia-
hu z poronienia (kosmki, skora ptodu), ze wzgledu na duza ilos¢
tatwego do izolacji materiatu genetycznego.

W naszym materiale uzyskano wysoki odsetek nieprawidto-
wych kariotypow [8], co zwiazane jest z prawidtowa kwalifikacja
do badania inwazyjnego pacjentek o wysokim indywidualnym
ryzyku aberracji chromosomowych u ptodu. U pacjentek pod-
danych biopsji trofoblastu odsetek nieprawidtowych kariotypow
byt wyzszy, niz u pacjentek poddanych amniopunkcji. Jest to spo-
wodowane wykonaniem badania na weczesniejszym etapie ciazy,
kiedy wystepuje wigksze ryzyko nieprawidlowego kariotypu
u ptodu. Czgé¢ nieprawidtowych ptodow ulega samoistnemu ob-
umarciu i odsetek aberracji chromosomowych jest nizszy w poz-
niejszym etapie ciazy, kiedy przeprowadzana jest amniopunkcja
[14]. Ponadto w naszym materiale u pacjentek poddanych biopsji
trofoblastu czgsciej, niz w grupie poddanej amniopunkcji wska-
zaniem do badania byt nieprawidtowy obraz USG, a w szcze-
gblnosci zwigkszona przezierno$¢ karku ptodu (>3,5 mm), ktore
zwigzane sg z duzym ryzykiem nieprawidtowego kariotypu [15].
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W badanej grupie w dziewigciu probkach oznaczanych me-
toda MLPA nie zidentyfikowano aberracji wykrytych metoda
prazkowa lub FISH. W siedmiu probkach wynik MLPA nie wyka-
zywat Zadnych nieprawidlowosci. Stosowany zestaw sond P095
przeznaczony jest do badania chromosomoéw 21, 18, 13, X 1Y,
natomiast niewykryte aberracje dotyczyly chromosomow 2, 15,
16, 22 lub wariantéw chromosomowych (kariotypy zréwnowazo-
ne). Z zatozenia nie byto zatem mozliwoséci wykrycia tych niepra-
widlowosci. W jednej probce w MLPA stwierdzono trisomig 21
chromosomu  [mlpaX,Y(P095)x1,13,18(P095)x2,21(P095)x3],
natomiast w preparacie cytogenetycznym wykryto translokacje
robertsonowska [46,XY,t(14;21)(q10;q10),+21], czyli w efekcie
trisomi¢ 21. Stwierdzenie tej translokacji stanowi wskazanie do
oznaczenia kariotypu u rodzicéw i moze mie¢ znaczenie dla po-
radnictwa genetycznego badanej pary.

Wynik falszywie ujemny nie miat znaczenia klinicznego
w przypadku trzech probek, w ktorych metoda prazkowa stwier-
dzono wariant chromosomowy, natomiast w czterech przypad-
kach metoda cytogenetyczna wykryto niezrownowazone aberra-
cje, mogace mie¢ powazne implikacje kliniczne. Zostaltyby one
przeoczone, gdyby zastosowano jedynie metodg MLPA (2,2%;
4/179). W trzech z tych przypadkoéw obraz USG wskazywat na
bardzo wysokie ryzyko nieprawidtowego kariotypu. (Tabela V).
Wykrycie metoda prazkowa wyzej wymienionych aberracji po-
twierdza zasadno$¢ wykonywania klasycznego badania cytoge-
netycznego, zwlaszcza w przypadku nieprawidtowosci w bada-
niu USG i niewykrycia aneuploidii metoda MLPA.

Z powodu ztej jakosci DNA nie udato si¢ przeprowadzic re-
akcji MLPA w 15 probkach (7,7%) i wykry¢ czterech prostych
aneuploidii (8,5% wszystkich prostych aneuploidii w badanej
grupie).
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Do wyznaczenia wzglegdnej czutosci metody obliczono sto-
sunek wszystkich mozliwych do wykrycia aberracji do wszyst-
kich aberracji wykrytych klasyczna metoda prazkowa. Wytaczo-
no przypadki, w ktorych nie udato si¢ oznaczy¢ kariotypu metoda
prazkowa (n=3) oraz te, w ktorych nie udato si¢ przeprowadzi¢
reakcji MLPA (n=15).

Jednym z ograniczen MLPA jest brak mozliwosci wykrycia
triploidii w przypadku plci zZenskiej, gdyz interpretacja wyni-
kow MLPA opiera si¢ na poréwnaniu ilo§ci materialu wykryte-
go przez poszczegodlne sondy. W przypadku zwigkszenia ilosci
wszystkich chromosomoéw, ten stosunek ilosciowy pozostanie
niezmieniony. Wedtug pismiennictwa w niektorych przypadkach
mozna zidentyfikowaé pte¢ megska [7, 16]. W badaniach MLPA
wykonanych przez Diego — Alvarez i wsp. w 2011 r. nie udato si¢
wykry¢ zadnej z czternastu triploidii obecnych w badanym mate-
riale. Autorzy nie podaja jednak ptci w badanych probkach [17,
18]. W naszym materiale wystgpowat jeden przypadek triploidii
69,XXY irowniez nie udato si¢ go zidentyfikowa¢ przy pomocy
MLPA [mlpaX,Y(P095)x1,13,18,21(P095)x2]. Poddany badaniu
ptyn owodniowy zawierat widoczna makroskopowo domieszke
krwi, co moze ttumaczy¢ utrudniong identyfikacjg triploidii XXY
w zwiazku z zanieczyszczeniem probki komérkami matki (MCC
maternal cell contamination) 7, 8].

Kwestia mozliwo$ci wykrycia metoda MLPA mozaikowato-
$ci, zarowno w badaniach postnatalnych jak i prenatalnych, nie
zostala dotychczas jednoznacznie rozstrzygnigta. Z doniesien
réznych autoréw wynika, ze wymagany poziom nieprawidtowej
linii komdrkowej mozliwy do wykrycia z pomoca MLPA wynosi
ok. 20%-30% [19, 20]. Nizszy odsetek nieprawidlowej linii po-
zostaje zazwyczaj nie wykryty. Na wykrywalno$¢ mozaikowosci
ma rowniez wplyw gestos$¢ oraz liczba stosowanych sond, a takze
jakos¢ badanego DNA. W naszym materiale nie udalo si¢ wykry¢
za pomoca MLPA Zadnego z dwoch kariotypéw mozaikowych.

W pismiennictwie opisuje si¢ przydatnos¢ techniki MLPA
w okreslaniu pochodzenia chromosomu markerowego [21].
W naszym materiale w jednym przypadku na podstawie wyniku
badania MLPA spodziewano si¢ mozaikowego kariotypu z linia-
mi komorkowymi: XYY/XY. Wskazywaly na to podwyzszone
warto$ci pikow pochodzacych od chromosomu Y wzgledem
kontroli. W hodowli komoérkowej uzyskano natomiast kariotyp
mozaikowy: 45,X[34]/46,X,+mar[40]. Stwierdzono obecno$¢ li-
nii komérkowej z monosomia chromosomu X oraz drugiej linii
z jednym chromosomem X oraz chromosomem markerowym.
Wynik badania MLPA pozwolit przypuszczaé, ze marker ten po-
chodzi z chromosomu Y. Badaniem FISH potwierdzono, Ze chro-
mosom markerowy jest izochromosomem Y — i(Y)(pter-q11.2).
Wskazaniem do wykonania badania byt wiek pacjentki oraz
nieprawidlowy wynik testu PAPPA. Rozbiezno$¢ uzyskanych
wynikoéw mozna tlumaczy¢ faktem, iz przy podanym udziale
procentowym obydwu linii komoérkowych nastapita kompensacja
chromosomow piciowych z nieznaczna przewaga linii X i (Y)
(pter-q11.2). W wyniku MLPA dwa piki odpowiadajace chro-
mosomowi Y byly znacznie podwyzszone wzglgdem kontroli,
pozostate dwa nieco mniej, jednak rowniez odbiegaly od normy.
Mozna rowniez przypuszczaé, ze procentowy udziat linii komor-
kowych mogt by¢ inny w komorkach, z ktorych izolowano DNA
oraz w hodowli komodrkowe;.

MLPA nie wymaga prowadzenia hodowli komérkowych ani
wykonywania preparatoéw chromosomowych, dlatego moze by¢
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przydatne w sytuacji, gdy nie udaje si¢ uzyska¢ wzrostu komo-
rek. Moze to mie¢ miejsce w przypadku duzego obrzgku kosm-
kow lub znacznego odsetka apoptotycznych amniocytow w pty-
nie owodniowym (np. przy obrzgku ptodu).

W naszej grupie w jednym przypadku pomimo dwukrotnie
zaktadanej hodowli amniocytow, nie udato si¢ uzyska¢ wzrostu
komorek (wskazanie — obrzgk ptodu; NT=16 mm). Nie przeszko-
dzito to natomiast w prawidtowej izolacji DNA i przeprowadze-
niu reakeji MLPA, w ktorej wykryto monosomig X [mlpaX(P095)
x1,13,18,21(P095)x2].

MLPA mozna stosowaé¢ w celu wykrywania aberracji chro-
mosomowych w materiale z indukcji poronienia [17]. W naszym
badaniu wykazano wysoka skuteczno$¢ przeprowadzenia reakc;ji
MLPA w pigciu probkach DNA wyizolowanego z kosméwki lub
fragmentu skory ptodu po poronieniu (100%). W dwoch z pigeiu
przypadkow wykryto monosomi¢ X. Nalezy jednak zaznaczyc,
iz nie byla w tych przypadkach zaktadana hodowla komorko-
wa 1 niemozliwe byto potwierdzenie wyniku klasyczna metoda
cytogenetyczna. Jednakze, w dwoch przypadkach, w ktorych
stwierdzono monosomi¢ X, mozna byto poinformowac¢ pacjentki
o prawdopodobnej przyczynie poronienia i ryzyku niepowodze-
nia w nastgpnej ciazy. Stosowany zestaw sond stuzy do wykry-
wania najczestszych aneuploidii (13, 18, 21, X, Y). Prawidlowy
wynik MLPA oznacza zatem jedynie wykluczenie tych aberracji,
a nie prawidlowy kariotyp ptodu.

Przyczyna wczesnych poronien najczgsciej sa aberracje in-
nych chromosomoéw (16, 22, 8, 9), wigc do oceny materiatu po
poronieniu nalezatoby rozwazy¢ stosowanie zestawu sond obej-
mujacego strukturalne aberracje pozostatych chromosomoéw,
a takze regiondw subtelomerowych (np. P036B, P070) [11, 14,
22, 23]. Ze wzgledu na mala ilo$¢ przeprowadzonych przez nas
analiz materiatu po poronieniu indukowanym, ocena przydatno-
$ci MLPA w tych przypadkach wymaga dalszych badan.

Glowna zaleta metody MLPA jest krotki czas oczekiwania
na wynik. W ciagu kilku dni mozna wykluczy¢ najczgstsze aber-
racje chromosomowe i uspokoi¢ pacjentke oczekujaca na wynik
badania cytogenetycznego.

Metoda ma bardzo wysoka czulo$¢ i swoistos¢ w zakresie
nieprawidtowosci mozliwych do wykrycia stosowanym zesta-
wem sond. Jest rowniez tansza od innych szybkich metod, jak
rowniez od klasycznego oznaczania kariotypu metoda prazkowa.
Z tego wzgledu w niektorych krajach proponuje si¢ zastapienie
rutynowego badania cytogenetycznego przez MLPA [24]. Po-
niewaz jednak jest to metoda ukierunkowana jedynie na obec-
no$¢ konkretnych aberracji chromosomowych (w zaleznosci od
stosowanego zestawu sond), nie we wszystkich przypadkach
mozna zrezygnowa¢ z wykonania badania cytogenetycznego.
Prawdopodobnie znajduje to uzasadnienie w przypadku grupy
niskiego ryzyka (np. pacjentek poddanych badaniu inwazyjnemu
ze wzgledu na wiek lub aberracje chromosomowe w wywiadzie)
[7].

W przypadku pacjentek z grupy wysokiego ryzyka (w szcze-
golnosci w przypadku nieprawidtowosci w obrazie USG plodu),
po wykluczeniu najczgstszych aneuploidii wskazane jest klasycz-
ne oznaczenie kariotypu. Co ciekawe, w naszym materiale w gru-
pie pacjentek, u ktorych wskazaniem do badania inwazyjnego
byt wiek, jedyna zidentyfikowana aberracja byta niemozliwa do
wykrycia stosowanym zestawem sond (45,X[34]/46,X-+mar[40])
(2%; 1/42).
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Nalezy podkreslic, ze testy produkowane przez MRC - Hol-
land nie majg atestow CE (ang. CE Mark) i nie moga by¢ uzy-
wane do celow diagnostycznych. Nie przekresla to MLPA jako
wstegpnego badania przesiewowego, jednak wymagane jest prze-
prowadzenie walidacji metody lub potwierdzenie uzyskanych
wynikoéw inng technikg diagnostyczna [6].

Whioski

MLPA jest skuteczna i szybka metoda wykrywania najczgst-
szych aneuploidii (chromosoméw 13,18, 21, X, Y).

Z duzym prawdopodobienstwem umozliwia stwierdzenie
aneuploidii w materiale, z ktorego, z roznych wzgledoéw, nie uda-
fo si¢ otrzymac¢ kariotypu, co moze miec istotne znaczenie w po-
dejmowaniu decyzji dotyczacych dalszego prowadzenia ciazy.

Metoda ta ma tez swoje ograniczenia. Nie mozna nig wykry¢
zrownowazonych aberracji chromosomowych oraz niektérych
przypadkoéw mozaikowosci i triploidii.

Ze wzgledu na swoje ograniczenia metoda wymaga potwier-
dzenia uzyskanych wynikow inng technika diagnostyczna.

Ocena przydatno$ci metody w przypadku materiatu po poro-
nieniu wymaga dalszych badan.
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