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РЕЗЮМЕ
Статията е основно насочена към 

медици (болнични клиницисти, семейни 
лекари) без специфичен опит в медицинската 
генетика, чиито пациенти се презентират 
с клинична картина на подлежащо вероятно 
генетично състояние. Представяме 
същността, възможностите и ограниченията 
на мултиплексната лигазно зависима 
амплификация (MLPA) като метод за търсене 
на генетична диагноза. В статията са описани 
случаи от опита на Лабораторията по 
медицинска генетика – Варна в приложението 
на метода като таргетно и/или скринингово 
изследване при деца с дисморфични стигми и/
или умствено изоставане. Акцентира се на 
ролята на медицинския генетик при подбора 
на пациенти, избора на анализ и коментар на 
резултата.

Ключови думи: MLPA, медикогенетична 
консултация, генетичен анализ, генетичен 
синдром

ABSTRACT
The article is mainly focused on physicians 

(hospital clinicians, family doctors) without specific 
experience in medical genetics, whose patients present 
with a probable genetic condition. We present the 
essence, possibilities and limitations of multiplex 
ligase-dependent amplification (MLPA) as a method 
for establishing a genetic diagnosis. The article 
describes cases from the experience of the Laboratory 
of Medical Genetics, Varna in the application of the 
method as a target and/or screening test in children 
with dysmorphic features and/or mental retardation. 
We emphasize on the role of the medical geneticist in 
patient selection, the choice of analysis, and comment 
on the results.

Keywords: MLPA, genetic counselling, genetic analysis, 
genetic syndrome

УВОД
Вариантите в броя копия (CNV) се определят 

като намножаване или загуба на участък от ДНК,
отнесено към референтния човешки геном. Хро-
мозомните микроделеции и микродупликации 
съставляват малка част от тях. Те могат да вари-
рат по размер от килобаза до няколко мегабази 

или дори цяла хромозома, съответно да включ-
ват нула, един или множество гени. Играят роля 
като източник на генетичнo разнообразие в чо-
вешката ДНК, но имат и отношение към голям 
брой генетични състояния (5). Възможността за 
анализ с помощта на хромозомни микрочипове 
води до бързо повишаване на общия брой позна-
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плифицират едновременно, използвайки една и 
съща двойка PCR праймери. В резултат се полу-
чават набор от уникални PCR ампликони с дъл-
жина между 64-500 нуклеотида. PCR праймерът 
е флуоресцентно маркиран, което позволява на 
амплифициращите продукти да се визуализират 
чрез капилярна електрофореза. Относителна-
та височина на всеки отделен пик от електрофе-
рограмата, в сравнение с относителната височи-
на на пика на сондата от референтни ДНК про-
би, отразява относителния брой копия на съот-
ветната целева последователност. Вариации на 
MLPA метода могат също така да откриват на-
личие на единични нуклеотидни полиморфизми 
и да характеризират ДНК метилационен статус. 
Анализът на данни се осъществява със софтуера 
Coffalyser.Net. 

Клиничен контингент 
Проведен е ретроспективен по документи и 

проспективен клинико-генетичен анализ при 
деца с неуточнени генетични състояния с нару-
шение в нервно-психичното развитие и/или дис-
морфизъм. Селектирани са общо 54 деца, пре-
минали консултативен кабинет на Лаборатори-
ята по медицинска генетика – Варна за период 
три години. След подписване на информирано 
съгласие е вземана венозна кръв за екстракция 
на ДНК, извършена чрез солеви метод. Проби са 
подложени на MLPA анализ, извършен съглас-
но препоръките за производителя (SALSA MLPA 
Probemix P245 Microdeletion Syndromes-1A и P036 
Subtelomers Mix 2B, MRC Holland). Кит P245-1А 
съдържа 50 специфични сонди за гени, асоции-
рани с 33 заболявания, кит P036 2В – 41. Елек-
трофорезата се извършва с помощта на генети-
чен анализатор GeXP Beckman Coulter със стан-
дарт за размер 600 (Sciex). Данните са експорти-
рани и анализирани със специализиран софтуер 
Coffalyser. За нормализиране на данните са вклю-
чени 10 референтни ДНК последователности.

Проучването е проведено с разрешение на 
етичната комисия №83 от 16.05.2019 г.

РЕЗУЛТАТИ
Сред общо 54 пациенти, преминали през ка-

бинета за генетично консултиране, е селектира-
на група от 19 момичета и 35 момчета на възраст 
между 2 месеца и 17 години. Според водещия фе-
нотип се оформиха 2 групи: 

• деца с водеща клинична изява на мно-
жество аномалии и/или дисморфични 
стигми бяха насочени към анализ за из-
вестни по-чести микроделеционни/ми-

ти CNV, откривайки нови микроделеции и ми-
кродупликации, свързани с генетични заболява-
ния (4).

Мултиплексната лигазно зависима амплифи-
кация (MLPA) е метод, който може да бъде пред-
ложен като анализ в случаите на клинично за-
подозрени микроделеционни/дупликационни 
синдроми. Той също така би бил полезен при се-
лектирана група от пациенти, давайки възмож-
ност за изключване на някои по-чести диагно-
зи. Въпреки че те имат познат фенотип, той чес-
то е вариабилен, възраст-зависим и може да оста-
не клинично неразкрит. Това, заедно с финансо-
вата достъпност на метода, определя MLPA ана-
лиза като подходящ за таргетно/скринингово из-
следване (1).

Широко застъпена част от дейността на спе-
циалистите по медицинска генетика е провеж-
дането на медикогенетична консултация при 
деца с вродени аномалии, дисморфични стигми 
и/или изоставане в нервно-психичното разви-
тие (НПР), при които няма точна генетична ди-
агноза. Извън това, че в редица случаи се касае 
за състояния с неуточнена етиология, допълни-
телна трудност представляват ограничените ди-
агностични възможности на рутинно прилага-
ните в нашата страна анализи, както и затрудне-
ният достъп до по-високорезолютивни генетич-
ни изследвания. 

Целта на настоящето проучване е да предста-
ви опита на Лабораторията по медицинска гене-
тика, Варна, с приложението на този метод, него-
вите предимства и недостатъци и откритата па-
тология в хода на проведения MLPA анализ. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИ
MLPA анализ – описание на метода 
MLPA анализът е един от молекулярно-гене-

тичните методи, които могат да се използват за 
доказване на микроделеционни/дупликационни 
синдроми. Той представлява полуколичествена, 
неавтоматизирана техника, която се използва за 
определяне на относителния брой копия (до 60) 
в единична мултиплексна PCR базирана реак-
ция. Oсновава се на едновременна амплифика-
ция на до 60 сонди, всяка от които открива спе-
цифична ДНК последователност с дължина при-
близително 60 нуклеотида. След първоначална 
денатурация на изследваната ДНК, смес от сонди 
се добавя към пробата. Всяка от сондите се със-
тои от два олигонуклеотида, които трябва да хи-
бридизират съседни целеви последователности, 
за да бъдат свързани в една. По време на послед-
ваща PCR реакция всички свързани сонди се ам-
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кродупликационни синдроми (проведени 
41 анализа)

• пациенти с водещо изоставане в нерв-
но-психичното развитие (независимо от 
наличието/липсата на дисморфизъм) се 
анализираха за субтеломерни микроделе-
ции и дупликации (проведени 36 анализа). 

В резултат на приложения алгоритъм на се-
лективен MLPA анализ са разкрити 5 (9.26%) ми-
кроделеционни/микродупликационни анома-
лии, асоциирани с фенотип, припокриващ се с 
клинична картина при пациента.

При 3-ма от пациентите изследването е по-
твърдило клинично подозираната диагно-
за (синдром на Прадер-Вили, синдром на 
Волф-Хиршхорн и синдром на ДиДжордж), при 
2-ма е спомогнало за разкриване на неочаквана 
патология (1q44 del и 14q11.2 dup). 

Случай 1. Пациент на два месеца с лицев дис-
морфизъм, хипотония, крипторхизъм и ненад-
даване на тегло. MLPA анализът разкрива деле-
ция в регион 15q11.2, синдром на Прадер-Вили.

Случай 2. Пациент на една година с водещи 
клинични симптоми лицев дисморфизъм хи-
поспадия, пес еквиноварус, нисък ръст, гърчо-
ве и изоставане в НПР. MLPA анализът разкрива 
делеция в регион 4p16.3, включващ синдром на 
Волф Хиршхорн.

Случай 3. Пациент на седем месеца с лицев 
дисморфизъм, хипотония, крипторхизъм и изо-
ставане в НПР. MLPA анализа делеция в регион 
22q11.21 – синдром на ДиДжордж. 

Случай 4. Пациент на шест години с лицев 
дисморфизъм, хидроцефалия, пектус каринатум, 
хиперактивност и стереотипии, леко умствено 
изоставане и изоставане в НПР. MLPA анализът 
разкрива делеция в регион 1q44 del – микроделе-
ция 1q44.

Случай 5. Пациент на осем месеца с лицев 
дисморфизъм, мозъчна аномалия, микропенис, 
нисък ръст, хипотония, гърчове и изоставане в 
НПР. MLPA анализът разкрива дупликация в ре-
гион 14q11.2 – микродупликация 14q11.2. 

ОБСЪЖДАНЕ

Микроделеционните и микродуплика-
ционните синдроми се причисляват към ред-
ките болести, каквито са в по-големия си про-
цент генетичните състояния. Диагнозата се по-
ставя трудно, често със значително закъснение 
поради: ниска честота, клинична и генетична хе-
терогенност. Това е проблем в световен мащаб, 
като тенденцията за нисък процент диагности-

цирани пациенти се наблюдава и сред преми-
налите медико-генетична консултация в нашата 
лаборатория (2). 
Изключителната клинико-генетична хетеро-

генност ги определя като диагностично предиз-
викателство както за разпознаване на специфич-
ния фенотип, така и за приложението на адекват-
но генетично изследване. Оптимални резулта-
ти биха могли да се достигнат при първоначал-
на насоченост за конкретна нозологична едини-
ца или група от състояния със сходна патогене-
за и позната молекулярна етиология. Именно ге-
нетичният консултант, като част от мултидисци-
плинарния екип, спомага за ефективното прила-
гане на наличните генетични анализи (3). Таки-
ва например са случите на потвърдени синдром 
на Прадер-Вили, синдром на Волф-Хиршхорн и 
синдром на ДиДжордж с MLPA анализ. Те бяха 
диагностицирани поради клинично съмнение за 
специфичен синдром, но генетичното изследва-
не, освен потвърждаващо специфична диагноза 
на рядък синдром, уточнява и конкретния пато-
генетичен механизъм, по който възниква нару-
шението (напр. при микроделеция 15q11.2).
Разкритите 1q44 del и 14q11.2 dup са находки, 

несвързани с известни често срещани микроделе-
ционни синдроми. Припокриването на клинична 
картина при съответните пациенти и съобщени-
те в литературата случаи дава основание за при-
емане на разкритото преустройство като вероят-
на патогенетична причина (7), въпреки това е не-
обходимо приложение на потвърждаващ анализ 
– изследване чрез пробимикс за потвърждение 
или независима техника. Това се свързва с техно-
логичните възможности на метода – напр. откло-
нения, открити от една сонда, какъвто е случаят 
при други пет проби от изследваните пациенти 
(dupl. 15q11.2, del 22q11.21, dupl. 12p, del 22q13.33 
и del 22q). В случаите на възможна делеция това 
може да се дължи на мутация/полиморфизъм и 
несвързване на сондата. От друга страна, някои
отклонения в броя на копията могат да се дължат 
на соматични промени. В случай на очевидна хо-
мозиготна делеция електроферограмата трябва 
да се провери визуално, за да се идентифицира 
дали сигналът наистина липсва, тъй като липс-
ващи сигнали на сондата могат да се дължат на 
проблеми с биннинга или слаби сигнали (6). 

Подходящ метод за потвърждаване на откри-
тите отклонения с MLPA е комперативната ге-
номна хибридизация с възможност за анализ на 
целия геном. От друга страна, резултатът от него 
допълва информацията, получена от MLPA ана-
лиза, уточнявайки гените, попадащи в делети-
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рания/дуплицирания участък. Познаването на 
точния регион, ангажиран в преустройството, 
дава възможност за по-точна генотипно фено-
типна корелация.  

Диагностичните предизвикателства са свър-
зани както с избора на най-подходящ генети-
чен тест, така и с ограничени възможности за 
по-масов достъп до съвременни генетични из-
следвания. Внедряването на новите лабораторни 
платформи напр. NGS (секвениране от следващо 
поколение), в т.ч. и у нас, значително подобряват 
възможностите за последващи стъпки към диаг-
ностично изясняване в пациенти без установе-
но микроделеционно/микродупликационно на-
рушение чрез изследване на екзомни генни па-
нели и цялоекзомно секвениране. За съжаление, 
здравните системи в много страни не покриват 
такъв вид разход. Поради икономически съобра-
жения е подходящо да се прилага последователен 
подход на анализ, въпреки че в повечето случаи 
методите не са взаимнозаменяеми, а по-скоро се 
допълват.

Съществено значение има не само адекват-
ността на назначеното генетично изследване 
като първи метод на избор, но и генотипно-фе-
нотипната корелация и интерпретация на резул-
тата от специалиста генетик при всеки конкре-
тен случай в контекста на сигурна етиологич-
на генетична диагноза. Т.е. освен необходимост-
та от валидиране на резултата, често се налага и 
прилагане на комбинация от изследвания. 

Предоставянето на пре- и постаналична ге-
нетична консултация играе съществена роля 
при избора на анализ, като коментира възмож-
ностите и ограниченията на използваните тех-
нологични методи (5). Медицинският генетик 
предоставя компетентна генетична консултация 
и осигурява коментар на получените резултати с 
обсъждане на възможностите за последващо по-
ведение. Липсата на специалист, ангажиран с ко-
ментара на резултат от проведен генетичен ана-
лиз, може да доведе до объркване и грешна ин-
терпретация, съответно до фалшива сигурност 
или излишно безпокойство.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Въпреки напредъка в молекулярно-генетич-

ните методи, все още не съществува анализ, кой-
то да осигурява абсолютна успеваемост в поста-
вянето на диагнозата при всеки един изследван 
пациент. MLPA методът дава възможност за тар-
гетно и/или скринингово изследване на пациен-
ти с дисморфични стигми и/или умствено изо-
ставане. Водеща роля обаче при подбора на па-

циенти и анализа на резултатите има медицин-
ският генетик. Получените резултати ще спомо-
гнат за изграждане на адекватен подход при ин-
дексния пациент от лекарите клиницисти, а от 
друга страна – за генетичната профилактика в 
семейството при бъдеща бременност. Не на по-
следно място, установяването на конкретна ди-
агноза ще има съществен позитивен психологи-
чен ефект в тези семейства. 
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