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1. UvVOD

Zahvaljujuci brzom napretku tehnologije i njezine primjene u znanosti, geneticke analize
postaju djelom rutinskih pretraga u klinickoj primjeni. Prva izvedena geneticka analiza na
podrucju citogenetike, i genetike uopce — objavljen tocan broj kromosoma (Tijo i Levan, 1956.
godine) - otvorila je vrata novim spoznajama o genetickim poremecajima i sindromima.
Nedugo nakon toga, 1959. godine, otkriveno je da su upravo kromosomske aberacije uzrok
klinickih sindroma kao $to je Down sindrom Koji je posljedica trisomije 21. kromosoma. Iste je
godine otkriven uzrok Turner i Klinefelter sindroma, vezan za nepravilnosti spolnih
kromosoma. Desetak godina kasnije, to¢nije 1976., Yunis je razvio tehniku pruganja
kromosoma, koja je u Sirokoj upotrebi i danas, a kojom je postalo moguce identificirati
abnormalnosti na svakom ljudskom kromosomu iz kulture limfocita. Tehnika pruganja
kromosoma te je godine omogucila i povezivanje klinicke slike i etiologije nastanka za jo$ dva

dobro poznata sindroma — Cri-du-Chat i Wolf-Hirschhorn sindrom (1).

Danas, kada nam je dostupna sofisticirana tehnologija, moguce je otkriti najsitnije promjene na
kromosomima nastale za vrijeme razvoja jedinke. U ovome ¢e istrazivanju biti opisana visoko
specifi¢na molekularno-citogeneti¢ka tehnika: metoda istovremenog umnazanja vezanih proba

(engl. Multiplex Ligation — dependent Probe Amplification - MLPA).

1.1. Analiza kromosoma ¢ovjeka

G - pruganje kromosoma

Kromosomi ¢ovjeka uglavnom se analiziraju iz leukocita, a sve se rutinske klinicke
citogeneticke analize rade na preparatima kromosoma koji su prethodno tretirani i obojeni kako
bi postao vidljiv uzorak ispruganosti ¢ija analiza omogucuje otkrivanje strukturnih
kromosomskih promjena. Najcesc¢e koristeno bojenje kromosoma je G-pruganje, odnosno
metoda u kojoj se kromosomi tretiraju tripsinom, a nakon toga boje bojom Giemsa. Tretirani se
preparati analiziraju svjetlosnim mikroskopom, a detaljna se analiza temelji na usporedbi pruga
na jednom kromosomu s prugama homolognog kromosoma (2). lako se ta metoda pokazala

uspjeSnom 1 koristi se u rutinskom radu, za velik je broj poremecaja neucinkovita. Naime,



kromosomske preraspodjele koje su manje od 3 Mb nemoguée je pouzdano identificirati
opisanom metodom. Strukturne kromosomske podjele manje od 5 Mb predstavljaju
submikroskopske aberacije, tj. mikrodelecije kada je rije¢ o manjku DNA sekvenci i

mikroduplikacije kada je rije¢ o visku DNA sekvenci (1, 3).
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Slika 1. Uredan zenski kariogram dobiven G-pruganjem

Fluorescentna in situ hibridizacija - FISH

Zahvaljujuéi tehnoloSkom odgovoru na uo¢ene nedostatke pri citogenetickoj analizi, 1983.
godine razvijena je metoda fluorescentna in situ hibridizacija — FISH (engl. Fluorescent in situ
hybridization), koja oznacava tzv. evoluciju u molekularnoj citogenetici, odnosno povecanje
rezolucijske mo¢i u istrazivanjima kromosoma (1). Osnovni princip FISH tehnike temelji se na
fluorescentnom obiljezavanju ciljne sekvence DNA koja se zatim hibridizira na preparate na
kojima se nalaze kromosomi ili interfazne jezgre uzorka pacijenta. Nakon hibridizacije
preparati se boje s fluorescentnom kontrastnom bojom DAPI i vizualiziraju fluorescentnim
mikroskopom. Opisana metoda omogucava detekciju submikroskopskih kromosomskih

preraspodjela, promjene broja kromosoma, mapiranje gena, odnosno, ¢ini vidljivim



mikroskopske strukturne poremecaje kromosoma koje standardnim pruganjem nisu mogle biti

precizno detektirane (4).

Koristenje fluorescentne in situ hibridizacije u klinicke svrhe dovelo je do otkri¢a da su delecije
i duplikacije subtelomerne regije povezane s klinickom slikom intelektualnog zaostajanja.
Naime, subtelomerne aberacije pronadene su kod oko 5 % pacijenata, $to je ukazalo na to da
uzrok kod pacijenata s intelektualnim zaostajanjem nepoznate etiologije (urednih nalaza

uobicajenih citogenetickih pretraga) treba potraziti u navedenoj kromosomskoj regiji (5, 6).

lako se FISH tehnika pokazala tehnikom izbora kada je u pitanju detekcija aberacija, postoje
ogranicavajuci faktori koji ju ¢ine manje uc¢inkovitom u klini¢koj primjeni — nemogucnost

analize velikog broja uzoraka istovremeno te visoka cijena pojedine analize.

Metoda istovremenog umnazanja vezanih proba — MLPA

U usporedbi s FISH metodom, metoda istovremenog umnazanja vezanih proba, prvi puta
opisana 2002. godine, pokazala se pouzdanom metodom koja bi mogla zamijeniti standardnu
kariotipizaciju i FISH u svrhu brze dijagnostike aneuploidija, jer je koristenjem te metode
moguce istovremeno analizirati do 50 razlicitih sekvenci DNA, koriste¢i malu koli¢inu uzorka

~20ng (4,7, 8, 9).

Metoda istovremenog umnazanja vezanih proba (engl. Multiplex Ligation — dependent
Probe Amplification - MLPA) tehnika je koja se temelji na lanc¢anoj reakciji polimeraze (engl.
Polymerase Chain Reaction — PCR), a specifi¢na je po tome §to se zasniva na principu po kojem
se umnaza proba dodana uzorku, a ne testirana DNA, §to omogucava amplifikaciju i
kvantifikaciju 50 razliCitih sekvenci koriste¢i samo jedan par proba. UmnaZanje proba ovisi o
prisutnosti komplementarne sekvence u DNA uzorku. Svaka se MLPA proba sastoji od dva
dijela, a svaki od tih dijelova sastavljen je od sekvence od interesa (engl. Target — specific
sequence) na 3' kraju, obiljeZzene pocetnice koja je zajednicka svim probama na 5' kraju, te
produkta kloniranja u jedan od specifi¢nih vektora (M 13 — derived SALSA vektor) koji sadrzi

restrikcijska mjesta i jedinstvene popunjujuce (engl. Stuffer) sekvence.



Tablica 1. Opis MLPA proba

MLPA proba 3" kraj 5" kraj
Dio Sekvence od interesa Fluorescentno obiljezena
Kratki sintetizirani (engl. Target — specific pocetnica, zajednicka svim
oligonukleotid sequence), duzine 21 — 30 MLPA probama, duzine 19
nukleotida nukleotida

o Komplementarna PCR
Drugi dio sekvence od . .
. . pocetnica duZine 36
Duzi dio probe interesa, duzine 25 — 43 S
) nukleotida, jedinstvena za
nukleotida
sve probe

Svaka je MLPA proba naposljetku dugacka 100 — 500 nukleotida, sastavljena od kombinacije
popunjujuéih sekvenci i sekvenci od interesa razli¢itih duljina. Takav im dizajn omogucava

istovremenu hibridizaciju do 50 proba.

Popunjujuca
sekvenca

Obiljezena pocetnica

;

Lijeva strana probe Desna strana probe

Pocetnica

Slika 2. Shematski prikaz MLPA probe — hibridizacijska sekvenca

Samo u slucaju kada su oba dijela probe hibridizirala cijelom duZinom, na komplementarnu
DNA u uzorku, moguca je ligacija lijeve i desne strane probe enzimom, nakon ¢ega je moguca

PCR reakcija — umnazanje i kvantifikacija MLPA proba.
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Slika 3. Shematski prikaz MLPA analize

Fragmenti dobiveni PCR reakcijom identificiraju se i kvantificiraju kapilarnom
elektroforezom na ABI 3500 genetiCkom analizatoru (Applied Biosystems, Foster City,
California, US). Dobiveni se podatci analiziraju Coffalyser programom ustupljenim od
proizvodaca (MRC — Holland). Upravo je interpretacija rezultata presudna u procjeni kvalitete
koriStenja MLPA analize u genetickoj molekularnoj dijagnostici. Naime, homozigotne ili
hemizigotne (prisutan samo jedan od dva parna kromosoma) delecije su jasno vidljive i mogu
se interpretirati sa sigurno$¢u, dok interpretacija heterozigotnih duplikacija i delecija
predstavlja izazov jer stvaraju razliCitu visinu pikova. Zbog olakSavanja interpretacije
dobivenih rezultata, prema preporuci proizvodaca, rade se po tri kontrole za svaku seriju od 5

uzoraka.



1.2. Kromosomske anomalije

Otkricem ve¢ spomenutih znanstvenika (Tijo i Levan, 1956.) danas znamo da bi svaka
somatska stanica ¢ovjeka trebala imati 46 kromosoma, odnosno 22 homologna para autosoma
I jedan par gonosoma (spolni kromosomi) koji se razlikuju s obzirom na spol osobe (Zene: XX,
muskarci: XY) (1).

Kromosomske anomalije predstavljaju veliku promjenu u genomu, a mogu nastati spontano
ili mogu biti inducirane zracenjem ili kemikalijama. Uglavnom nastaju u gametogenezi, ali
mogu nastati i postzigotno, tijekom embriogeneze. Dijelimo ih na strukturne promjene ili
kromosomske aberacije (engl. chromosomal aberration — CA) i promjene broja kromosoma.
Kromosomske aberacije dijelimo na kvalitativne i kvantitativne promjene s obzirom na to je li
doSlo do promjene u veli¢ini genoma, a bolesti i anomalije koje uzrokuju nazivamo

sindromima. Kvantitativne promjene su delecije i duplikacije (10, 11, 12).

1.2.1. Kromosomske mikrodelecije i mikroduplikacije

Mehanizam nastanka kromosomskih aberacija temelji se na gubitku, dodavanju ili
premjestanju kromosomskih segmenata kao posljedica mehanizma popravka loma dvolancane
DNA. Lom dvolan¢ane DNA (engl. double — strand break — DSB) u stanici mozZe uzrokovati
stanicnu smrt, kromosomska preuredenja, onkogenu transformaciju i niz drugih stani¢nih

abnormalnosti koje mogu uzrokovati razlicite bolesti i poremecaje (11).

Kromosomske mikrodelecije 1 mikroduplikacije povezane su s nastankom razliCitih oblika
sindroma intelektualnog zaostajanja jo$ osamdesetih godina proslog stolje¢a. Najpoznatiji
primjeri su Prader-Willi i Angelman sindrom, te Smith-Magenis i Williams-Beuren sindrom
opisani su na nekoliko grupa pacijenata koji su dijelili prepoznatljivu klinicku sliku (13). To
dovodi do spoznaje o vaznosti detaljnog opisa klinickih simptoma pojedinog pacijenta kako bi

se dijagnostici pristupilo Sto specificnijom metodom.

Navedene aberacije stvaraju brojane varijante pojedinih dijelova kromosoma (engl. Copy-
number variants — CNV), a detektiraju se usporedbom s referentnim ljudskim genomom.

Ovisno o veli¢ini (mjere se u kilobazama, megabazama, a ponekad su u pitanju 1 cijeli



kromosomi — monosomije, trisomije) i broju gena koje zahvacaju, CNV mogu uzrokovati

bolesti, a mogu biti u potpunosti benigni (14).

ABC DE FGH AB CE FGH
A) CIIHDG:D—>(IIIXH)

ABCDE FGH ABCBCDE FGH
B)CT-TIXII)—>C-IXII)

Slika 4. Shematski prikaz delecije (A) i duplikacije (B) kromosoma

1.3. Mentalna retardacija

Mentalna retardacija (MR) / razvojno zaostajanje (RZ) stanje je zaostalog ili nepotpunog
razvoja uma, posebno karakterizirano oSteCenjem sposobnosti koje se ocituju za vrijeme
razvoja, odnosno, sposobnosti koje pridonose cjelokupnom stupnju razvoja inteligencije:
misljenje, govor, motorika i sposobnosti ostvarivanja drustvenog kontakta (15). Razli¢iti se
termini Koriste u razli¢itim razvojnim stadijima; RZ u dje¢joj dobi kada nije moguce formalno
testirati inteligenciju i postaviti sigurnu dijagnozu mentalne retardacije. Sukladno navedenome,
MR nije bolest niti specificna nesposobnost, nego naziv za odredena genetska, socijalna i
medicinska stanja kojima je zajedniCka karakteristika psiholoSka, bioloSka 1 socijalna

disfunkcija pojedinca.

Prema Medunarodnoj klasifikaciji bolesti i srodnih zdravstvenih problema, razlikujemo 4

supkategorije mentalne retardacije: laka, umjerena, teska i duboka mentalna retardacija (15).

Etiologija nastanka MR ima nekoliko klasifikacija, prema nekim autorima, povezana je s

bioloskim, psihosocijalnim i kombiniranim ¢imbenicima, a prema vremenu nastanka




razlikujemo tri skupine: prenatalni — nastaju od trenutka zacec¢a do poroda, perinatalni — nastaju

tijekom poroda te postnatalni — nastaju od poroda do 18. godine (16, 17, 18).

Incidencija pojavnosti RZ-a i MR-a je 1 — 3 % (7). Uobicajeno testiranje koje se provodi za
pacijente s uputnom dijagnozom mentalne retardacije ili razvojnog zaostajanja su citogeneticke
analize za detekciju kromosomskih abnormalnosti — izrada standardne Kkariotipizacije i
molekularno-geneticke analize za fragilni X sindrom, kojima je moguce detektirati uzrok
nastanka poremecaja kod 3 — 15 % pacijenata, ovisno o kvaliteti selekcije pacijenata s obzirom
na klinicku sliku i incidenciju pacijenata s Down sindromom uklju¢enih u provedena

istrazivanja (6, 7).

Primjenom novih tehnologija za detekciju kromosomskih abnormalnosti (FISH, MLPA, CGH,
NGS) moguce je odrediti razlog nastanka odredenog poremecajau 99 % slucajeva s genetickom
etiologijom. Na zalost, navedene su metode uglavnom preskupe za standardnu klini¢ku
primjenu pa je svrha takvih istrazivanja odrediti najpovoljniju metodu koja ¢e istovremeno biti
korisna kao metoda probira u evaluaciji klini¢ki zna€ajnih i novodefiniranih varijacija u broju
kopija DNA povezanih s intelektualnim zaostajanjem. Sukladno tomu, metoda istovremenog

umnazanja vezanih proba — MLPA ¢ini se kao najbolja alternativa (4, 5).

S obzirom na to da je poznato da su subtelomerne regije kromosoma bogate genima,
pretpostavka je da se vec¢ina nepravilnosti koje uzrokuju mentalne retardacije nalaze upravo na
navedenim regijama (19). Stoga ¢e u ovom istrazivanju biti koristene MLPA probe za
subtelomerne regije u svrhu odredivanja moguénosti detekcije kromosomskih abnormalnosti —

mikrodelecija i mikroduplikacija.

1.3.1. Povezanost promjena u subtelomernim regijama kromosoma s nastankom

mentalne retardacije

Kasnih 1930-ih godina americ¢ki je geneticar Hermann Muller prvi opisao jedinstvene
kromosomske krajeve i njihove funkcije te ih nazvao telomerama. Proucavajuéi ucinke
radioaktivnog X-zracenja na eukariotske kromosome (istrazivanje za koje je 1946. godine
nagraden Nobelovom nagradom za fiziologiju ili medicinu — otkrio je da mutacije mogu biti
izazvane X-zraCenjem) primijetio je kako su upravo spomenuti krajevi kromosoma otporni na

ucinke X-zraka. Nekoliko godina kasnije, istrazivanje ameri¢ke znanstvenice i citogeneticarke



Barbare McClintock, takoder dobitnice Nobelove nagrade za fiziologiju ili medicinu kojom je
nagradena 1983. godine za otkrice transpozona (engl. transposable element— TE or transposon)
ili ,,skakajucih gena“ (engl. ,,jumping genes®) i postala prvom Zenom koja je tu nagradu dobila
samostalno, pomoglo mu je donijeti zakljuéak da je klju¢na uloga telomera zastita Krajeva
kromosoma od degradacije te fuzije s ostalim telomerama. Danas znamo da telomere ne sadrze
aktivne gene, nego ponavljajuéu DNA sekvencu i specificno vezujuce proteine koji tvore

jedinstvenu strukturu, razlic¢itu od ostatka kromatina (20, 21).

Prema istrazivanjima, otprilike polovica svih strukturnih kromosomskih abnormalnosti upucuje
na nepravilnosti vezane za telomere (5, 19). Odli¢an su primjer ve¢ spomenuti sindromi Wolf-
Hirschhorn (4p-) i Cri-du-Chat (5p-) ¢ije su mikroskopski vidljive delecije uglavnom smjestene
u subtelomernoj regiji, a uzrokuju mentalnu retardaciju povezanu sa specifi¢nim fenotipom
(19). No, vecina sluéajeva s dokazanim subtelomernim nepravilnostima nema poveznicu sa
specificnim fenotipom pa se testovi probira (engl. screening) telomernih aberacije smatraju
kljuénim za postavljanje dijagnoze. Subtelomerne nepravilnosti (kromosomske aberacije)
povezujemo s nastankom mentalne retardacije jer je ¢injenica da je gusto¢a gena u navedenoj
regiji ve¢a nego u ostatku genoma, a proporcionalno raste i moguénost nastanka pogresaka za

vrijeme replikacije DNA.



2. HIPOTEZA

Pretpostavka ovog istrazivanja je da ¢e se koristenjem MLPA metode povecati stopa detekcije

suptilnih kromosomskih promjena uklju¢enih u nastanak intelektualnog zaostajanja.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja su:

- Otkrivanje novih genetickih uzroka intelektualnog zaostajanja MLPA metodom

- Utvrditi prevalenciju kromosomskih aberacija detektiranih tehnikom molekularne
citogenetike (MLPA)

- Procjena MLPA tehnike kao metode probira u evaluaciji klini¢ki znacajnih i
novodefiniranih varijacija u broju kopija DNA (visak ili manjak broja kopija DNA)

povezanih s intelektualnim zaostajanjem.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ustroj studije

Retrospektivno istrazivanje kromosomskih promjena u subtelomernim regijama kod pacijenata

s intelektualnim zaostajanjem.

4.2. Ispitanici

U istrazivanje je uklju¢eno 50 ispitanika (10 djevojcica i 40 djecaka) s uputnom dijagnozom
mentalnog zaostajanja, upucenih s Klinike za pedijatriju Klinickog bolni¢kog centra Osijek. Za
sve je ispitanike pribavljen informirani pristanak roditelja (skrbnika) te pohranjen u arhiv
Laboratorija. Uzorci krvi uzeti su u svrhu izrade standardne Kariotipizacije i molekularno-
geneticke analize za fragilni X sindrom, koje je potrebno prve iskljuciti kod obrade djeteta s
intelektualnim potesko¢ama. Uzorci su uzorkovani na minimalno invazivan nacin,
jednokratnom venepunkcijom periferne krvi u epruvete s antikoagulansom EDTA te pohranjeni
na -20°C u Laboratoriju za medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta u Osijeku do analize.
Po zaprimanju, uzorci su u laboratoriju oznaceni jedinstvenim laboratorijskim brojem. Svim je
ispitanicima napravljena analiza subtelomernih regija svih kromosoma MLPA metodom na

Klini¢ckom institutu za medicinsku genetiku u Ljubljani.

Eti¢ko povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Osijeku odobrilo je provodenje istrazivanja.

4.3. Metode

4.3.1. 1zolacija genomske DNA Qiagen kompletom reagensa

Kod svih je ispitanika za potrebe MLPA analize genomska DNA izolirana iz 2 ml periferne
venske krvi upotrebom komercijalnog kita prema protokolu proizvodaca (QIAamp DNA Blood
Midi Kit, Qiagen, Hilden, Germany). Uzorci krvi bili su pohranjeni na -20°C u Laboratoriju te

neposredno prije izolacije odmrznuti pri sobnoj temperaturi.
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Prije poCetka rada vazno je pripremiti reagense prema uputi proizvodaca (Qiagen, Hilden,

Germany) i potreban materijal.
POSTUPAK:

U tubice za centrifugiranje od 15 ml pipetira se 200 ul enzima koji sluzi za neselektivnu
razgradnju proteina — proteinaze K. Zatim se dodaje 2 ml uzorka pune krvi i 2,4 ml AL pufera
koji sluzi za liziranje stanica te se smjesa promijesa. Slijedi inkubacija na 70°C kroz 10 minuta.
Nakon inkubacije dodaje se 2 ml etanola (96 — 100 %) kako bi doslo do precipitacije DNA.
Nakon mijesanja, pola se sadrzaja otopine prebacuje u QlAamp Midi kolone smjestene u tubice
za centrifugiranje od 15 ml. Kolonu je potrebno zatvoriti, a zatim centrifugirati na 1850 x g
kroz 3 minute. Supernatant se potom odlijeva, a kolona se premjesta u novu tubicu za
centrifugiranje od 15 ml, dodaje se druga polovica pocetne otopine i ponavlja se postupak s
centrifugiranjem (1850 x g / 3 min). Ponovno se odbacuje supernatant, a kolona se stavlja u
novu tubicu za centrifugiranje u koju se dodaje 2 ml pufera AWL1 te centrifugira na 4500 x ¢
kroz 1 minutu. Postupak se ponavlja s dodavanjem pufera AW?2, ali centrifugiranje se provodi
kroz 15 minuta. Koristenjem razliitih pufera tijekom postupka postize se mijenjanje ionske
jakosti (uvjetima visoke ionske jakosti postize se vezanje DNA za kolonu, a necistoce se mogu
isprati). Sljedece se dodaje 200 ul AE pufera niske jakosti, koji poti¢e otpustanje DNA, i
inkubira 5 minuta na sobnoj temperaturi prije centrifugiranja na 4500 x g kroz 2 minute. DNA

se cuva u AE puferu na -20°C do analize.

Centrifugiranje \
@ = <
< < Analiza/éuvanje

> > T > » DNA do analize

\g/ (-20°C)
—

N " -
Priprema uzorka Vezanje DNA Ispiranje Otpustanje DNA
za kolonu neéistoéa

Slika 5. Shematski prikaz izolacije DNA koristeci kolone
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4.3.2. Provjera kvalitete izolirane DNA

Koncentracija i Cistoca izolirane DNA svih ispitanika odredena je NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific, Wilmington, Delaware, US) spektrofotometrom iz 1 pl DNA izolata. Koncentracija
DNA odreduje se na temelju apsorpcijske vrijednosti na 260 nm valne duljine, a izrazava se
ng/ul, dok se ¢isto¢a DNA odreduje na temelju omjera valnih duljina DNA / proteini, odnosno
260 / 280 nm koji iznosi priblizno 1,8 te omjera DNA / soli (260 / 230 nm) koji iznosi 2,0 —
2,2.

Load your sample and press the measure button.
= Sample ID:|

User name Date and Time Nucleic Acid Unit A260 (Abs) A280 (Abs) 260/280 260/230
pl6 113062016 12.33 11168 G 2,333 1,210 193 1

Slika 6. Kvantifikacija DNA izolata koriste¢i NanoDrop 2000 spektrbfotometar (fotografija

snimljena na Klini¢kom institutu za medicinsku genetiku u Ljubljani, svibanj, 2016.)

4.3.3. Analiza subtelomernih regija kromosoma metodom istovremenog umnazanja

vezanih proba (MLPA)

MLPA analiza provedena je kod svih ispitanika analizom subtelomera specificnim setom
MLPA proba kako bi se detektirale kromosomske aberacije (SALSA MLPA probemix P036
SUBTELOMERES MIX1 i SALSA MLPA probemix PO70 SUBTELOMERES MIX 2B).

Metoda za detekciju duplikacija i delecija omoguéava izvodenje analize standardnim
protokolom proizvodaca neovisno o koriStenom setu proba (SALSA MLPA probemix), a

provodi se u tri koraka:
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1. Denaturacija i hibridizacija DNA

Za svaku je pojedinu reakciju potrebno 5 ul DNA uzorka koncentracije 50 do 100 ng. Prema
preporuci proizvodaca (MRC — Holland), za sve se izolate koncentracije vece od 100 ng radi
dilucija s TE-puferom. Analiza se izvodi u stripovima od 8 tubica volumena 0,2 mL s
odgovaraju¢im poklopcima. Prvi je korak denaturacija koja se izvodi na 98°C u trajanju od 5
minuta, nakon ¢ega se uzorci hlade na sobnoj temperaturi (25°C). Za to se vrijeme pripremi
hibridizacijski master-mix u koji se dodaje po 1,5 ul SALSA Probe mixa i 1,5 ul MLPA pufera
svaku pojedinu reakciju te se u svaki uzorak doda 3 pl navedenog mixa. Slijedi denaturacija pri

95°C jednu minutu, zatim hibridizacija uzoraka i proba na 60°C kroz 16 do 20 sati.
2. Reakcija ligacije

Nakon hibridizacije, uzorke se ohladi na 54°C te se u svaku tubicu dodaje 32 pl ligacijskog
master-mixa koji se, za svaku pojedinu reakciju, sastoji od 25 pl UltraPure H»0, 3 ul Ligase
pufera A, 3 ul Ligase pufera B i 1 ul Ligase — 65 enzima. Reakcija se odvija na 54°C kroz 15

minuta, nakon ¢ega slijedi reakcija inaktivacije enzima zagrijavanjem na 98°C kroz 5 minuta.
3. Visestruka PCR reakcija — amplifikacija proba

Po zavrSetku ligacijske reakcije, uspjesno spojene MLPA probe umnaZaju se lan¢anom
reakcijom polimeraze uz jedan par pocetnica. Za visestruku PCR reakciju potrebno je pripremiti
mix koji se sastoji od 7,5 pl UltraPure H20, 2 ul SALSA PCR primer-mixa te 0,5 pl SALSA
Polymerase, za svaku pojedinu reakciju. Na sobnoj se temperaturi u svaku tubicu dodaje 10 pul
pripremljenog mixa i njezno promijesa pipetom. Reakcijska se smjesa u tubicama vraca u
termo-blok u kojemu se nastavlja PCR program pri sljede¢im uvjetima: 1. denaturacija pri 95°C
/ 30 sekundi, 2. sparivanje primera pri 60°C / 30 sekundi, 3. sinteza pri 72°C / 60 sekundi u 35

ponavljanja. Zatim slijedi zavr$na sinteza pri 72°C / 20 minuta te hladenje uzoraka na 15°C.

4.3.3.1. Setovi MLPA proba koriStenih u istraZivanju

U istrazivanju su koriStena dva seta proba, prema preporuci proizvodaca za analizu

subtelomernih regija — P036 i PO70. Svi su uzorci testirani na obje probe (ime proizvoda:
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SALSA MLPA probemix P036 Subtelomeres MIX 1 i SALSA MLPA probemix P070
Subtelomeres Mix 2B).

SALSA MLPA proba P036 obuhvaca 47 MLPA proba s amplifikacijskih produktima:
2 probe za svaki kromosom i 1 probu za kromosom Y. Taj set ne obuhvaca probe za
subtelomerne regije 5 akrocentri¢nih kromosoma (13, 14, 15, 21 i 22) pa je za te kromosome

uklju€ena dodatna proba za detekciju q kraka u blizini centromere. Jednako je 1 za probu P070.

4.3.4. Detekcija MLPA proba kapilarnom elektroforezom

Sve MLPA probe razdvajaju se i detektiraju kapilarnom elektroforezom. U istrazivanju
je koristen ABI 3500 (Applied Biosystems, Foster City, California, US) geneti¢ki analizator s
8 kapilara duZine 50 cm. KoriSten je polimer POP-7.

Slika 7. Geneticki analizator ABI 3500, Applied Biosystems koristen u istrazivanju (Fotografija

snimljena na Klinickom institutu za medicinsku genetiku, svibanj, 2016.)

Prije analize uzorke za kapilarnu elektroforezu potrebno je pripremiti prema sljede¢em

protokolu: u tubice za sekvencer dodaje se 14,75 ul prethodno pripravljenog mixa (za svaku
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reakciju: 0,75 ul H2O + 0,5 ul internog standarda GeneScan LIZ — 600 (GeneScan LIZ — 600
Size standard, Applied Biosystems) + 13,5 ul HiDi formamida (HiDi formamide Applied
Biosystems)) i 0,75 ul produkta PCR reakcije. U slucaju da broj uzoraka ne doseze 8, u tubice

bez uzorka dodaje se formamid do 20 pl, kako se kapilara analizatora ne bi osusila.

Uzorke pripremljene na opisani na¢in potrebno je denaturirati pri 86°C kroz 3 minute.

Nakon hladenja do 4°C, uzorci su spremni za analizu na genetiCkom analizatoru.

4.3.5. Analiza MLPA podataka

Za analizu MLPA podataka koristi se softver Coffalyser omoguéen od proizvodaca i
dostupan za slobodno koristenje na mreznoj stranici (web stranica: www.mrc-holland.com)
proizvodaca — MRC — Holland (Amsterdam, The Netherlands). Prema preporukama, svaki se
uzorak analizira u usporedbi s tri kontrolna uzorka. U istrazivanju su koriStena dva negativna

referentna uzorka i jedan pozitivni.

Analiza MLPA fragmenata dobivenih kapilarnom elektroforezom sastoji se od nekoliko

koraka kako bi se identificirali i kvantificirali signali koji potjecu od razli¢itih proba.

Prvi je korak analiza fragmenata ¢ijim je vizualnim pregledom moguce utvrditi kvalitetu
MLPA reakcije. U ovom se koraku provjerava kvaliteta DNA uzorka, MLPA reakcije,
odvajanje kapilarnom elektroforezom i normalizacija. Kvalitetu svakog od navedenih koraka
analize mozemo podijeliti u tri kategorije, oznacene bojama: 1) visoko kvalitetni — zeleno (engl.
high-quality or green) — rezultati mogu biti prihvaé¢eni bez dodatnog pregleda, 2) nisko
kvalitetni — crveno (engl. low-quality or red) — predstavlja uzorke koji su vjerojatno
kontaminirani ili postoje drugi propusti tijekom izvodenja MLPA analize. Takvi se rezultati
odbijaju bez dodatnog pregleda i preporucuje se ponoviti analizu, 3) srednje kvalitetni — Zuto
(engl. intermediate — quality or yellow) — rezultati se nalaze izmedu visoko i nisko kvalitetnih,
preporuceno je napraviti dodatan pregled koriste¢i navedeni softver 1 samostalno odluciti o

prihvacanju rezultata.
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Slika 8. Inicijalna analiza produkata kapilarne elektroforeze softverom Coffalyzer koriStenim u
istrazivanju. Stupci predstavljaju: a) FRSS (engl. fragment run separation score) — kvaliteta
razdvajanja fragmenata i odredivanja veli¢ine pika u usporedbi s koriStenim standardom, b)
FMRS (engl. fragment MLPA reaction score) — kvaliteta izvedene MLPA reakcije, c) Probe

(engl. Probes) — broj probi identificiran u uzorku u odnosu na oc¢ekivani broj proba.

Nakon inicijalne analize produkata kapilarne elektroforeze slijedi usporedna analiza
produkata (engl. comparative analysis). Softver je prilagoden na na¢in da usporeduje kontrolne
uzorke s testiranim uzorcima stavljajuci u zajednic¢ki omjer dobivene signale testiranih proba.
Kontrolni su uzorci medusobno takoder usporedeni i $to je manja razlika u visini pikova izmedu

kontrolnih uzoraka to ¢e analiza biti pouzdanija.

Usporednom analizom produkata, ako je pravilno izveden svaki prethodni korak,
zavrSena je softverska analiza. Rezultati su dostupni za interpretaciju u nekoliko oblika —
grafom (engl. ratio chart), elektroferogramom (engl. electropherogram) te tablicom s

broj¢anim rezultatima (engl. sample report chart).
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Slika 9. Prikaz dostupnih rezultata za svaki od uzoraka analiziranih Coffalyser softverom

4.4, Statisticke metode

Za potrebe istrazivanja koriStena je deskriptivna statisticka obrada. Kategorijski podatci

predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama, a numeric¢ki podatci opisani su

aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom u slucajevima raspodjele koji slijede

normalu, a u ostalim slu¢ajevima medijanom i granicama interkvartilnog raspona.
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5. REZULTATI

Istrazivanje je provedeno na 50 ispitanika (10 djevoj¢ica i 40 djeCaka) s uputnom
dijagnozom razli¢itih razvojnih poremecaja koje povezujemo s razvojnim zaostajanjem ili
mentalnom retardacijom. Svim je pacijentima napravljena standardna kariotipizacija koja se
pokazala urednom, no na osnovi klinicke slike, koja je uklju¢ivala niz klini¢kih simptoma
(dismorfi¢ne crte, kongenitalne malformacije, snizen kvocijent inteligencije (engl. intelligence
quotient — 1Q), poremecaji sluha) odluc¢eno je napraviti detaljniju analizu koriste¢i MLPA

metodu.

Svim je pacijentima analizirana subtelomerna regija svih kromosoma koriste¢i MLPA probe

P036 i PO70. Iznimno, akrocentri¢nim je kromosomima analiziran q krak u blizini centromere.

Od 50 analiziranih pacijenta, omjer djecaka i djevoj¢ica bio je 4 (40 : 10), kod 5 pacijenata
dijagnosticirane su kromosomske aberacije koristenjem MLPA metode, i to kod 2 djevojcice i
3 djecaka, odnosno kod 10% pacijenata.

Tablica 2. Prikaz ispitanika s pozitivnim (patoloskim) i negativnim (urednim) nalazima

dobivenih MLPA metodom prema spolu

DJEVOJCICE DJECACI
PATOLOSKI NALAZ ‘ 2 3
UREDAN NALAZ ‘ 8 37

UKUPNO ‘ 10 40
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Tablica 3. Podatci o pacijentima (godina rodenja i uputna dijagnoza). Pacijenti 47, 48, 49 i 50

nisu prethodno obradeni u Laboratoriju za medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta u

Osijeku pa su podatci 0 njihovu datumu rodenja i uputnoj dijagnozi nepoznati.

Lab. oznaka Godina
Ispitanik pacijenta rodenja Uputna dijagnoza
Tesko psihomotorno zaostajanje, dismorfija fenotipa
1 93-12 2004. odgovarajuca Sy. Turner
2 91-10 1999. Epilepsija
3 109-12 2005. Dismorfija fenotipa
4 24-14 2013. Usporen razvoj
5 90-10 2006. Laka MR (blaza dismorfija fenotipa), sumnja na miopatiju
6 101-11 2004. Usporen razvoj govora
7 97-11 2006. Psihomotorno zaostajanje
8 127-11 1990. Dismorfija fenotipa, ADHD, grani¢ne mentalne funkcije
9 92-10 2007. Usporen razvoj govora
10 122-12 2009. Usporen razvoj govora
11 152-12 2008. Usporen razvoj govora, blaza dismorfija fenotipa
12 111-12 2006. Usporen razvoj govora
13 52-12 2000. Pretilost, kognitivni deficit
14 89-12 2005. Psihomotorno zaostajanje
15 144-12 2012. Dismorfija fenotipa
16 82-13 2006. Laka MR
17 167-13 2008. Laka MR
18 96-13 2003. Umjerena MR
19 78-13 1999. Grani¢ne kognitivne funkcije
20 33-13 2013. Malformacijski sindrom
21 148-13 2011. Laka MR
22 156-13 2007. MR
23 186-13 2009. MR
24 136-14 2007. MR
25 109-14 2007. Laka MR
26 171-14 2008. Usporen razvoj govora
27 17-14 2001. Teska MR
28 168-14 2008. MR
29 157-14 2011. Dysfunctiones progressus specifici mitaxae
30 45-14 2006. Laka MR
31 165-14 1998. Sumnja na sindrom Di Giorge
32 160-14 2011. Grani¢no kognitivne funkcije
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33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

97-15
176-15
170-15
151-15
84-15
22-10
7-10
30-10
44-15
62-11
20-11
50-08
92-14
117-15
MLPA1
MLPA3
MLPAG
MLPA7

2010.
2008.
20009.
2006.
2007.
2006.
2003.
2002.
2010.
1996.
2001.
1999.
2007.
2003.

Pervazivni spektar poremecaja
Pervazivni poremecaj u razvoju
Umjerena MR

Laka MR

Hiperkineticki poremecaj ophodenja (ADHD)
Laka MR

Psihomotorno zaostajanje

Laka MR

Laka MR

Mentalni deficit

Laka mentalna retardacija
Prader Willy sindrom in obs.
Umjerena MR

Laka MR

Tablica 4. Rezultati pacijenata s dijagnosticiranim kromosomskim aberacijama upotrebom

MLPA proba za analizu subtelomernih regija. (Z — Zenski spol, M — muski spol, [+] — pozitivan

nalaz dobiven koriStenjem oznacene MLPA probe, [-] — uredan nalaz dobiven KoriStenjem

oznacene MLPA probe).
Lab. Tip
o MLPA MLPA
Ispitanik | oznaka | Spol Kromosom | kromosomske
y proba P036 | proba P070 N
pacijenta aberacije
y Xp22PAR ; y
1 93-12 Z + mikrodelecija
X028

2 91-10 Z + 19913.43 | mikrodelecija

3 109-12 M I 19913.43 mikrodelecija

4 24-14 M - 21922.3 mikroduplikacija
5 90-10 M + 15911.2 mikroduplikacija
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Istrazivanje je pokazalo da je MLPA proba P070 u odnosu na MLPA probu P036 imala vecu
osjetljivost. Proba P036 pokazala je pozitivan rezultat kod 3/5 pacijenata, a proba P0O70 kod 4/5
pacijenata.

Kod svakog je pacijenta ¢iji je nalaz MLPA analize bio pozitivan uoCena jedna vrsta
kromosomske aberacije (ili mikrodelecija ili mikroduplikacija), dok je kod ispitanika 1 uo¢ena

mikrodelecija na oba kraka X kromosoma.

23



Primjer 1. Ispitanik s urednim nalazom

Urednim nalazom smatramo rezultat koji, usporeden s tri kontrolna uzorka (2 negativna i 1

pozitivan kontrolni uzorak), pripada u raspon od 0,70 do 1,30. Rezultate s nalazima manjim od

d 1,30 mikroduplikacijama.
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Slika 10. Graficki prikaz (engl. ratio chart) analize subtelomernih regija svih kromosoma

dobiven MLPA metodom primjenom MLPA probe P070
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primjenom
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Primjer 2. Ispitanik 1 (93-12) — mikrodelecija na oba kraka X kromosoma

Ispitanik 1 je djevojcica (2004.) ¢ija je uputna dijagnoza teSko psihomotorno zaostajanje i

dismorfija fenotipa koja odgovara Turnerovom sindromu. Kariogram napravljen 2012. godine

u Laboratoriju za citogenetiku Medicinskog fakulteta u Osijeku, bio je uredan. MLPA analiza

je kod te pacijentice pokazala mikrodeleciju na oba kraka (p i q) X kromosoma, koriStenjem

obje MLPA probe (P036 i P070).
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Slika 12. Graficki prikaz uzorka 1 (93-12) u kojem je utvrdena mikrodelecija primjenom MLPA

probe P036
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Primjer 3. Ispitanik 2 (91-10) — mikrodelecija (19913.43)

Ispitanik 2 je djevojCica s uputnom dijagnozom epilepsije ¢iji je kariogram napravljen u

Laboratoriju za medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta u Osijeku, 2010. godine bio

uredan. MLPA analiza pokazala je mikrodeleciju na g kraku 19 kromosoma (19913.43)

koristenjem MLPA probe P070.
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Slika 14. Graficki prikaz uzorka 2 (91-10) u kojemu je utvrdena mikrodelecija primjenom

MLPA probe P070
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promjenu. Kariogram koji je napravljen 2012. godine pokazao se urednim. Ukljucen je u

Primjer 4. Ispitanik 3 (109-12) — mikrodelecija (19913.43)

Ispitanik 3 je djecak (2005.) koji je s Klinike za pedijatriju KBC-a Osijek poslan na geneticku
Pozitivan rezultat dobiven je probom P070.

obradu s uputnom dijagnozom dismorfija fenotipa s EEG nalazom koji pokazuje paroksizmalnu
istrazivanje i napravljena je MLPA analiza subtelomernih regija probama P036 i P070 te

dokazana delecija 19. kromosoma (19913.43).
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Slika 15. Graficki prikaz uzorka 3 (109-12) u kojemu je utvrdena mikrodelecija primjenom



Primjer 5. Ispitanik 4 (24-14) — mikroduplikacija (21922.3)

Ispitanik 4 je djecak roden 2013. godine koji je s uputnom dijagnozom usporenog razvoja 2014.
godine poslan na geneti¢ku obradu u Laboratorij za medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta
Osijek. Inicijalnom analizom dobiven je uredan nalaz te je djecak ukljucen u istrazivanje kako
bi se na uzorku njegove venske krvi napravila MLPA analiza subtelomernih regija probama
P036 i PO70.

MLPA analizom dokazana je mikroduplikacija 21. kromosoma (21g22.3) koristenjem probe
P036.
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Slika 16. Elektroferogram uzorka 4 (24-14) u kojemu je utvrdena mikroduplikacija primjenom
MLPA probe P036
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Primjer 6: Ispitanik 5 (90-10) — mikroduplikacija (15911.2)

Ispitanik 5 je djeCak kojemu je na osnovi uputne dijagnoze lake mentalne retardacije i sumnje

na miopatiju, napravljena standardna kariotipizacija. Rezultati standardne citogeneticke analize

pokazali su uredan nalaz pa je pacijentu, s obzirom na klini¢ku sliku karakteristi¢cnu za MR,

napravljena MLPA analiza subtelomernih regija. Pozitivan rezultat dobiven je koristenjem obje

MLPA probe (P036 i P070).

Probama je dijagnosticirana mikroduplikacija na 15. kromosomu.
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6. RASPRAVA

U ovome je istrazivanju obradeno 50 uzoraka pacijenata s razli¢itim poremecajima C¢iji
simptomi odgovaraju mentalnoj retardaciji (MR) / razvojnom zaostajanju (RZ). Pacijenti su
dobi od 3 do 18 godina, a upuceni su s Klinike za pedijatriju Klini¢kog bolni¢kog centra Osijek.
Analizom subtelomernih regija svih kromosoma (akrocentri¢nim kromosomima analizirane su
centromerne regije g kraka) MLPA metodom pozitivan je rezultat ustanovljen kod 5 pacijenata
(10 %), odnosno kod 2 djevojcice i 3 djecaka.

Analizirani uzorci periferne krvi uzorkovani su na minimalno invazivan naéin te
obradeni prema protokolu za obradu pacijenata sa sumnjom na MR. Inicijalnim testiranjem,
standardnom kariotipizacijom i molekularno-geneti¢kim testiranjem na fragilni X sindrom, nisu
dokazane promjene u skladu s fenotipskim karakteristikama pacijenata. Sljede¢i je korak bila
MLPA analiza subtelomernih regija svih kromosoma, prema pretpostavci da su subtelomerne
regije bogate genima podloznim promjenama pri replikaciji. Rezultati su pokazali promjene

nastale na 15. (ispitanik 5), 19. (ispitanici 2 i 3), 21. (ispitanik 4) te X kromosomu (ispitanik 1).

Metoda istovremenog umnazanja vezanih proba (MLPA) tehnika je koja se temelji na
ligaciji i PCR amplifikaciji odgovarajucih proba, a omogucava visestruku kvantifikaciju do 50
razli¢itih sekvenci upotrebom jednog para proba. Koristi se za detekciju heterozigotnih delecija

ili duplikacija usporedbom jacine signala amplificiranih proba uzoraka pacijenata s referentnim

uzorcima DNA (7).

Metoda se pokazala korisnom za analizu pacijenata s idiopatskom MR / RZ. Ovim su
istrazivanjem dokazane klinicki znacajne promjene kod 10 % pacijenata, Sto premasuje
oCekivani postotak. Vecina je istraZivanja prikazala 3 — 5 % klinicki znacajnih rezultata

dokazanih navedenom metodom (7, 8).

Ispitaniku 5 ucinjenim je testiranjem dokazana promjena (mikroduplikacija) na 15.
kromosomu regije q11.2, a uputna dijagnoza pacijenta bila je laka mentalna retardacija te
sumnja na miopatiju. Navedenu aberaciju mozemo povezati s 15q mikroduplikacijskim
sindromom Koji zahvaca regije 15q11.2-13.1, a ¢ija je klinicka slika visoko varijabilna jer
obuhvaca niz poremecaja (razvojni poremecaji, karakteristicne crte lica, razli€iti zdravstveni
problemi). Osim S$to utvrdena aberacija lokacijski odgovara simptomu, odgovarajuca je i
navedena klinicka slika pacijenta (22). Sindrom je maj¢inskog podrijetla, a moze se uociti u

vrlo ranom djetinjstvu kao razvojno zaostajanje, posebice jer se oCituje poremecajima u govoru,
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hipotoniji, poremecajima ponaSanja koje nerijetko moZemo poistovjetiti s autizmom te

dismorfi¢nim karakteristikama (23).
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Slika 19. Idiogram 15. kromosoma. Prema proizvodacu (MRC — Holland) za akrocentri¢ne

kromosome testirane su regije uz centromeru na q kraku kromosoma

Ispitanicima 2 i 3 MLPA analizom dokazana je promjena na 19. kromosomu iste regije
(913.43), koja se nalazi u subtelomernom podrucju. Dokazana je pretpostavka o subtelomernoj
regiji kao regiji podloznoj genetickim promjenama. Simptomi pacijenata (pacijent 2 —
epilepsija, pacijent 3 — paroksizmalno promijenjen EEG) upuéuju na povezanost navedene
kromosomske regije s kroni¢nim neuroloskim poremecajima. Znanstvenici iz Laboratorija za
neurogenetiku, Odjela za neuroznanost u Italiji (Genova) jednaku su mikroduplikaciju utvrdili

kod pacijenta s epilepsijom u svom istrazivanju (24).

Pl
Pll
gll
glZ

pl3. 3
pl3. 2
pl3.13
pl3.12
pl3.11
ql13.11
ql3.12
ql3.13

ql3. 2
ql3.31
ql3.32
ql3.33
ql3.41
ql3.42
ql3.43

Slika 20. Idiogram 19. kromosoma

Ispitaniku 4 analizom je utvrdena promjena (mikroduplikacija) na 21. kromosomu na
polozaju g22.3, odnosno regiji u blizini Down-sindrom regije na kojoj promjene uzrokuju

vecinu fenotipskih karakteristika Down-sindroma. MLPA nalaz je u skladu s klinickom slikom
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pacijenta — usporen razvoj. Jednaka je duplikacija opisana i pri istrazivanju pacijenata s Down-

sindromom provedenog u Pekingu (25).

P13
pl2

pll.z
Fll.1
qll.1
qll.2
q21.1
q21.2
q21. 3
q22.11
q22.12
q22.13
q2z. 2
q22 .3

F

Slika 21. Idiogram 21. kromosoma.

Jednoj je ispitanici (ispitanik 1) analizom utvrdena delecija na oba kraka X kromosoma
(p22PAR i g28). Obje su delecije smjeStene uz telomere, a simptomi pacijentice (tesko
psihomotorno zaostajanje, dismorfija fenotipa koja odgovara Turnerovom sindromu)

odgovaraju pronadenim promjenama.

Ovo istrazivanje pokazalo je pouzdanost MLPA metode u detekciji subtelomernih
promjena. Prednosti MLPA tehnike su komercijalna dostupnost reagensa, mogucnost
paralelnog testiranja velikog broja uzoraka na vise od 40 genskih lokusa u kratkom vremenu,
jednostavnost softvera za obradu podataka dobivenih kapilarnom elektroforezom te brzina
izvodenja testa, Sto sve ide u prilog primjeni MLPA kao brzoj metodi probira kod pacijenata s
dijagnozom razvojnog zaostajanja. MLPA tehnika ima i ograni¢enja. Prema opisu proizvodaca
reagensa (MRC — Holland) za analizu je potrebno 20 ng uzorka DNA, no istrazivanje je
pokazalo da rezultati s navedenom koli¢inom uzorka nisu bili u potpunosti reproducibilni. Kada
je analiza ponovljena za iste pacijente s izolatima DNA koli¢ine 100 — 200 ng, pokazali su ve¢u

reproducibilnost.

Takoder, istraZivanje je pokazalo da je MLPA metoda osjetljivija na kontaminaciju 1 kvalitetu

DNA od konvencionalne PCR reakcije.

Iz navedenoga se moZe zakljuciti da je koriStenje MLPA metode tehnicki zahtjevnije od
ocekivanoga, no opisana ogranicenja ne predstavljaju poteSkoce nego ukazuju na ¢injenicu da
se sofisticiranoj metodi, kao $to je navedena, treba pristupiti na jednako sofisticiran nacin —
prethodne je korake, kao $to je izolacija DNA, takoder vazno dobro izvesti i pristupiti im s

jednakom, ¢ak i ve¢om paznjom. Ukratko, istrazivanje je potvrdilo davno poznato pravilo o
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postivanju dobre laboratorijske prakse 1 pravilnom pristupu uzorcima u genetiCkom

laboratoriju.

Treba naglasiti da je suradnja izmedu laboratorijskog 1 klinickog geneticara iznimno vazna i

bez nje nije moguca tocna geneticka dijagnoza pacijenta.

S obzirom na to da je MLPA u ovome istrazivanju testirana kao metoda probira, dobivene je
rezultate potrebno potvrditi nekom od specifi¢nijih molekularno-genetickih tehnika kao $to su

FISH ili aCGH (kromosomska analiza na mikropostroju).
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7. ZAKLJUCAK

Istrazivanjem su utvrdeni sljedeci zakljucci:

MLPA metodom je kod 10 % pacijenata utvrdena kromosomska aberacija koja
odgovara klinickim simptomima pacijenata, a nije uspjeSno dokazana konvencionalnim
metodama koriStenim u citogenetici

Prevalencija detektiranih kromosomskih aberacija smatra se znaCajnom kada je
usporedena s ostalim parametrima koje mora zadovoljiti metoda probira (cijena, brzina
izvodenja testa, tocnost 1 preciznost)

MLPA metoda pokazala se uc¢inkovitom metodom probira kod pacijenata s MR / RZ-
om zbog svoje ucinkovitosti (istovremena kvantifikacija do 50 sekvenci u jednom
uzorku), prihvatljive cijene, dostupnosti i jednostavnosti koriStenja softvera za obradu
dobivenih podataka

Rezultati dobiveni upotrebom pocetne koncentracije DNA od ~ 20 ng, prema uputi
proizvodaca reagensa (MRC Holland) nisu bili reproducibilni, rezultati dobiveni
ponovljenom analizom s po¢etnom koncentracijom DNA od 150 do 200 ng pokazali su

se reproducibilnima.
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja:  Ciljevi ovoga istrazivanja bili su otkrivanje novih geneti¢kih uzroka
intelektualnog zaostajanja MLPA metodom, utvrdivanje prevalencije kromosomskih aberacija
detektiranih tehnikom molekularne citogenetike (MLPA) te procjena navedene tehnike kao
metode probira u evaluaciji klinicki znacajnih 1 novodefiniranih varijacija u broju kopija DNA

povezanih s intelektualnim zaostajanjem.

Nacrt studije: Retrospektivno istrazivanje kromosomskih promjena u subtelomernim regijama

kod pacijenata s intelektualnim zaostajanjem.

Ispitanici i metode: Ispitanici u ovoj studiji su djeca, njih 50 (10 djevojcica i 40 djecaka),
upucena s Klinike za pedijatriju Klinickog bolni¢kog centra Osijek zbog klinicke slike koja
upucuje na mentalnu retardaciju / razvojno zaostajanje. Pacijentima je napravljeno inicijalno
geneticko testiranje koje obuhvaca kariotipizaciju i molekularno-geneticku analizu za fragilni
X sindrom. Kod svih je pacijenata dobiven uredan nalaz inicijalnim testiranjem te je radena

analiza MLPA metodom upotrebom proba za detekciju subtelomernih promjena (P036 i P070).

Rezultati: Analizom su dokazane promjene kod 5 ispitanika (2 djevojcice i 3 djecaka), odnosno
kod 10 % ispitanika. Promjene su primije¢ene na kromosomima 15, 19, 21 i X te su u skladu s

klinickom slikom pacijenata.

Zaklju¢ak: MLPA metoda pokazala se odlicnom metodom probira za pacijente s
intelektualnim zaostajanjem. Utvrdena prevalencija kromosomskih aberacija detektiranih
navedenom tehnikom veca je od ocekivane i ¢ini 10 %. Jedini je nedostatak metode primijecen
u ovom istraZzivanju nemoguc¢nost dobivanja reproducibilnih rezultata koncentracijom DNA
koju preporucuje proizvodac (MRC — Holland). Prikazani rezultati radeni su s pocetnom

koncentracijom DNA 150 - 200 ng.

KLJUCNE RIJECI: MLPA, mentalna retardacija, subtelomerne aberacije
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9. SUMMARY

Objectives: The objectives of this study were to discover new genetic causes of intellectual
disability using MLPA method, to determine the prevalence of chromosomal aberrations
detected using molecular cytogenetic technique (MLPA) and the assessment of this technique
as a screening method in the evaluation of clinically relevant and newly discovered variations

in the number of copies of DNA associated with the intellectual disability.

Study Design: Retrospective study of chromosomal changes in subtelomeric regions in patients
with intellectual disabilities.

Participants and methods: 50 children (10 girls and 40 boys), evaluated at the Clinic of
Pediatrics, University Hospital Center Osijek and referred for mental retardation/developmental
delay, participated in the study. Initial genetic testing that included karyotyping and molecular-
genetic analysis for fragile X syndrome was performed. Since all patients had normal results of
initial testing, MLPA testing using probes for the detection of subtelomeric changes (P036 and
P070) was performed.

Results: The study has shown pathological CNV changes in 5 patients (2 girls and 3 boys) or
10%. The changes were observed on chromosomes 15, 19, 21 and X, and are in accordance

with clinical features of patients.

Conclusion: The study has shown that MLPA method is optimal screening method for
patients with intellectual disability. The prevalence of chromosomal aberrations detected using
this technique is higher than expected (10%). The only disadvantage found in this study was
the inability to obtain reproducible results using concentration of initial DNA recommended by
the manufacturer (MRC — Holland). The presented results were obtained with initial
concentration of 150 — 200 ng DNA.

KEY WORDS: MLPA, mental retardation, subtelomeric aberrations
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