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Primjena mikrosatelitskih lokusa
u prenatalnoj i postnatalnoj dijagnostici
aneuploidija i uniparentne disomije

Kristina Crkvenac Gornik’, lvana Tonkovi¢ Durisevi¢', Morana Miklos',
Sanda Huljev Frkovi¢?, Zorana Grubi¢?

Najveci udio svih kromosomopatija u covjeka cine Downov (trisomija kromosoma 21), Edwardsov (trisomija kromosoma 18) i
Patauov (trisomija kromosoma 13) sindrom. Navedena Cinjenica uputila je na potrebu uvodenja metoda koje bi omogucile brzu
dijagnostiku najcescih numerickih kromosomskih poremecaja, Sto je od osobite vaznosti u prenatalnoj dijagnostici. Analiza mikro-
satelitskih lokusa ili lokusa STR primjenom metode PCR-STR omogucila je brzu dijagnostiku najcescih aneuploidija u vremenskom
razdoblju od jednog do tri dana. Prednost analize lokusa STR u prenatalnoj i postnatalnoj dijagnostici ocituje se i u mogucénosti
utvrdivanja podrijetla kromosoma u dijagnostici uniparentne disomije. U KBC-u Zagreb brza prenatalna i postnatalna dijagnostika
aneuploidija i uniparentne disomije provedena je primjenom analize mikrosatelitskih lokusa kromosoma 7, 11, 13, 14, 15,18, 21, X
Y. Cilj rada je prikazati dijagnosticku vrijednost primijenjenih mikrosatelitskih lokusa na navedenim kromosomima. Prenatalnim
pretrazivanjem 2072 uzorka plodovih voda kod njih 55 (2,65%) otkrivena je promjena u broju kromosoma. Ocekivano, u najvecem
broju uzoraka (n=35) otkrivena je trisomija kromosoma 21. U uzorku od 54-ero ispitanika sa sumnjom na uniparentnu disomiju kod
njih 13-ero nadena je uniparentna disomija kromosoma 15 (UPD15). Rezultati metode PCR-STR bili su u skladu s rezultatima metode
klasicne citogenetike. Zakljucno mozemo reci da je kombinacija mikrosatelitskih lokusa koju primjenjujemo dostatno informativna

za uspjesno odredivanje aneuploidije kromosoma 13, 18, 21, X i Y i uniparentne disomije kromosoma 7,11,14i 15.

Klju¢ne rijeci: prenatalna dijagnoza; aneuploidija; uniparentaa disomija; kromosomski poremecaji

uvoD lizu, stoga cijeli postupak traje 3-4 tjedna. U nekim sluca-
jevima kulture stanica ne rastu pa je postupak nuzno pono-

Unapredenje molekularnih metoda za brzo i pouzdano od- viti. Priblizno 80% kromosomskih poremecaja otkriva se

redivanje kromosomskih i genskih abnormalnosti nuzno je
za napredak prenatalne dijagnostike. Metoda GTG pruganja
predstavlja zlatni standard prenatalne dijagnostike kromo-
somskih poremecaja (1). Temelji se na citogenetskoj analizi
stanica iz plodove vode (ili korionskih resica), koja se izvodi
na metafaznim kromosomima, a omogucuje prepoznava-
nje njihove pravilne strukture na temelju rasporeda svjetlije
i tamnije obojenih regija uzduz krakova kromosoma. Plodo-
va voda sadrzi stanice ploda, koje se kultiviranjem umnazaju
te nakon pripreme preparata analiziraju pod mikroskopom.
Bududi da je broj stanica u plodovoj vodi malen, potrebno je
duze vrijeme za dobivanje dovoljnog broja metafaza za ana-

112

prenatalno, u velikom broju slucajeva rijec je o trisomijama

'Kabinet za prenatalnu dijagnostiku, Klinika za pedijatriju, KBC Zagreb,
Kispaticeva 12, 10000 Zagreb

?Zavod za genetiky, Klinika za pedijatriju, KBC Zagreb, KiSpaticeva 12,
10000 Zagreb

*Klini¢ka jedinica za tipizaciju tkiva, Klinicki zavod za transfuzijsku
medicinu i transplantacijsku biologiju, KBC Zagreb, Kispati¢eva 12,
10000 Zagreb

Adresa za dopisivanje:

Dr. sc. Kristina Crkvenac Gornik, dipl. ing. biologije, Kabinet za prenatalnu
dijagnostiku, Klinika za pedijatriju, KBC Zagreb, Kispati¢eva 12,

10000 Zagreb, e-mail: kerkven@kbc-zagreb.hr

Primljeno/Received: 3. 3. 2015., Prihvaceno/Accepted: 11. 5. 2015.



PaepIaTR CrOAT. 2015;59:112-7

2
a) [

"

CRKVENAC GORNIK K. I SUR. DIJAGNOSTIKA ANEUPLOIDIA | UNIPARENTNE DISOMIJE PRIMJENOM MIKROSATELITSKIH LOKUSA.

SLIKA 1. Elektroferogram razdvojenih produkata PCR-a - primjer analize jednog lokusa STR A) zdrava osoba heterozigot,
B) zdrava osoba homozigot, C) trisomija — sa dva alela (omjer povrsina vrskova 2:1) i D) trisomija — sa tri alela (omjer povrsina

vrskova 1:1:1)

kromosoma 13, 18, 21, X i Y, §to je uputilo na potrebu
uvodenja metoda koje bi omogucile prenatalnu dijagno-
stiku najcescih numerickih kromosomskih poremecaja, kao
i vecu brzinu dijagnostike (2). Primjena dviju metoda, fluore-
scentne in situ hibridizacije (FISH - engl. Fluorescent in situ
Hibridisation) i umnazanja mikrosatelitskih lokusa lan¢anom
reakcijom polimeraze (PCR-STR - engl. Polymerase Chain
Reaction - Short Tandem Repeats) omogucdila je brzu dijagno-
stiku najc¢esc¢ih aneuploidija u jedan do tri dana (3-5). Mikro-
satelitski lokusi ili lokusi STR (engl. Short Tandem Repeats)
kratka su uzastopna ponavljanja, koja se sastoje od jedno-
stavnih ponavljajucih sljedova nukleotida, veli¢ine od dva
do Sest parova baza (pb) s ponavljanjima svakih 6 kb uzduz
genoma (6). Metode FISH i PCR-STR pokazale su se kao brze
i pouzdane u prenatalnoj dijagnostici naj¢esc¢ih trisomija,
no metoda PCR-STR ima dodatnu prednost u odnosu na
FISH zbog nekoliko razloga: omogucuje obradu mnogo
veceqg broja uzoraka i znatno je jeftinija. Osim toga, analiza
PCR-STR moze se raditi s vrlo malom koli¢cinom uzorka ili ¢ak
na jednoj stanici, a kako se primjenjuje genomski DNA, za
analizu nisu vazne kakvoca i vijabilnost stanica te stoga uzo-
rak plodove vode moze sadrzavati degradirane ili mrtve sta-
nice. Dodatno, usporedbom alela lokusa STR roditelja i plo-
da moZe se odrediti podrijetlo prekobrojnog kromosoma,
ako plod ima trisomiju odredenog kromosoma. Prednost
analize lokusa STR u prenatalnoj i postnatalnoj dijagnostici
ocituje se i u mogucnosti utvrdivanja podrijetla kromosoma
u dijagnostici uniparentne disomije (UPD), kojeg nije mo-
guce utvrditi FISH-om i metodama klasi¢ne citogenetike (7).
Cilj ovog rada bio je dokazati dijagnosticku vrijednost pri-

mijenjenih mikrosatelitskih lokusa na kromosomima 13, 18,
21, XY kroz prikaz rezultata analize lokusa STR u Kabinetu
za prenatalnu dijagnostiku Klinike za pedijatriju KBC-a Za-
greb u 9-godisnjem razdoblju.

ISPITANICI | METODE

Tijekom 9- godiSnjeg razdoblja u Kabinetu za prenatalnu
dijagnostiku radi prenatalnog pretrazivanja numerickih pro-
mjena kromosoma 13, 18, 21, X iY analizirana su 2072 uzor-
ka plodove vode trudnica. One su bile upucene na analizu
zbog Zivotne dobi (iznad 38 godina), ultrazvu¢no uocenih
malformacija ploda ili povisenog rizika biokemijskim probi-
rom. Analizirana su ukupno 54 uzorka krvi ispitanika sa
sumnjom na uniparentnu disomiju: 30 uzoraka UPD 15, pet
uzoraka UPD 14, 11 uzoraka UPD11 i 8 sa sumnjom na UPD
7. Kriterij za odredivanje UPD 15 bio je negativna FISH anali-
za na deleciju regije 15g11-g13.

Iz 5 mL plodove vode i 200 L krvi ispitanika izolirana je DNA
komercijalnim setom za izolaciju (Nucleospin, Macherey
Nagel, Duren, Njemacka). Uzorci humane genomske DNA
rabljeni su za umnazanje fragmenata tocno Zeljene velic¢ine
PCR-om te analizirani elektroforezom na 6%-tnom poliakrila-
midnom gelu u automatskom sekvenceru (ALFexpress sek-
vencer, Pharmacia Biotech, Uppsala, Svedska) Koristena me-
toda je “in house” s pocetnicama opisanim u literaturi (8, 9).
Radi ocitanja u automatskom sekvenceru sve 5’ pocetnice
obiliezene su fluorescentnom bojom Cy-5 na svom 5 kraju.
Odredivanje duzine fragmenata DNA-a provedeno je uz po-
mo¢ racunalnog programa AlleleLocator (Amersham Phar-
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TABLICA 1. Lokusi STR koji se primjenjuju u Kabinetu za prenatalnu dijagnostiku KBC-a Zagreb

Kromosom
X 7 11 13 14 15 18 21
DXS6803 D7S519 D11S29 D13S317 D14568 D15S11 D18S51 D21S11
DXS6810 D75796 D11S1751 D13S634 D14s617 D15518 D185386 D21S211
DXS9895 D75809 D1151979 D13S742 D145990 D155127 D18S535 D215267
GATA172D05 D75820 D1151981 D13S631 D1451434 D155131 D185858 D2151411
HPRTB D751804 D1151984 D13S797 D15S211 D21S1414
D752846 D1151985 D15S541 D2151432
D1151986 D155542 D2151433
D1152000 D155642 D2151435
D1152362 D155646 D2151442
D1152365 D155659 D21S1914
THO1 D15S817
D155822
D155974
D1551007
D1551035
D1551513
HUMFES/FPS

macia, Uppsala, Svedska). Zdrave osobe na pojedinim lokusi-
ma STR mogu imati dva alela s medusobnim omjerom 1:1 i
tada kazemo da je osoba heterozigot za taj lokus (slika 1a).
Osobe koje su homozigoti za odredeni lokus imaju samo
jedan alel (slika 1b). Osobe s trisomijom imaju dva alela (slika
10), od kojih jednog alela ima dvostruko vise nego drugog
(5to nazivamo trisomijom s dva alela) ili tri razli¢ita alela (slika
1d), s omjerom veli¢ine 1:1:1, $to nazivamo trisomijom s tri
alela (10). U tablici 1 navedeni su lokusi STR, koji se primje-
njuju u Kabinetu za prenatalnu dijagnostiku KBC-a Zagreb.

REZULTATI | RASPRAVA

Primjenom analize lokusa STR provedeno je prenatalno pre-
trazivanje 2072 uzorka plodovih voda. U 55 (2,65%) uzoraka
otkrivena je promjena u broju kromosoma (tablica 2). Iz ta-
blice 2 vidljivo je da je u najvecem broju uzoraka (1,69%)
otkrivena trisomija kromosoma 21. Ni u jednom uzorku ni-
smo otkrili trisomiju kromosoma 13.

U analizu su bili uklju¢eni i sukrvavi uzorci plodove vode
(10%). Rezultati dobiveni analizama lokusa STR potvrdeni su

TABLICA 2. Prikaz rezultata analize lokusa STR na uzorcima polodove
vode (N=2072)

Kromosomski poremecaj Broj
Trisomija 21 35
Trisomija 18

6
Trisomija 13 0
Mozaik trisomije 18 1
Sindrom trostrukog kromosoma X 4
Sindrom Klinefelter 3
46,X,i(X)(q10) 1
Triploidija 5
Ukupno 55
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metodom klasi¢ne citogenetike i u potpunosti su se podu-
darali s dobivenim kariotipovima.

Nedostatak metode PCR-STR je nemogucnost razlikovanja
stanica majke od stanica fetusa kod uzoraka plodovih voda
zagadenih stanicama majke Sto katkad moZe dati lazno pozi-
tivne rezultate. Stoga smatramo da su znanje i iskustvo biolo-
ga nuzni za ispravno tumacenje takvog nalaza. Naime, nakon
izolacije DNA iz uzorka plodove vode koli¢ina DNA ploda
mNogo je veca nego ona izolirana iz majcinih stanica. Tada je
potrebna usporedba lokusa STR ploda i majke. Rezultat
reakcije PCR bit ¢e mnogo veca koli¢ina umnoZenog alela
lokusa STR ploda u odnosu na koli¢inu umnozenog alela
lokusa STR majke. Analiza zagadenog uzorka u uredaju za au-
tomatsko ocitavanje rezultata uputit ¢e na postojanje dva ili
tri alela ¢iji medusobni omjer nece biti u granicama normale,
a isto tako ce se razlikovati i od omijera (1:1:1 ili 2:1) karak-
teristi¢nog za trisomiju kromosoma.

Najmanije dva lokusa STR moraju biti informativna za pojedi-
ni kromosom. U nasem laboratoriju odredivanje aneuploidi-
ja provodi se analizom mikrosatelitskih lokusa, koji su se u
hrvatskoj populaciji pokazali kao najinformativniji (11, 12).
Stoga su po tri takva lokusa STR smjestena na kromosomi-
ma 13,18i21, pet lokusa na kromosu Xijedan za odredivanje
spola primijenjena za dijagnostiku aneuploidija. Ako analizi-
rani lokusi za odredeni uzorak nisu bili informativni, analizi-
rani su dodatni STR lokusi.

Ograni¢enja metode PCR-STR su nemoguc¢nost otkrivanja
vecine strukturnih poremecaja kod ciljanih kromosoma kao
i abnormalnosti kromosoma koji nisu obuhvaceni analizom.
Isto tako nije moguce odredivanje niske razine mozaicizma.
Primjenom ove metode moguce je odrediti mozaik aneu-
ploidije ako je prisutna u najmanje 25% stanica. Postavljanje
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SLIKA 2. Analiza lokusa DXS9895, DXS6810, HPRTB, DXS6803 i GATA172D05 u uzorku osobe s i(X)

sumnje na strukturnu promjenu kromosoma moguce je
ako se umnaza veliki broj lokusa STR smjestenih cijelom
duzinom kromosoma. Zbog navedenih ograni¢enja meto-
de pouzdanost se postize kombiniranjem dviju razlicitih
metoda, odnosno kombiniranjem kariotipizacije s metoda-
ma PCR-STR ili FISH (4).

U dijagnostici spolnih kromosoma metoda PCR-STR primje-
njuje se za odredivanje spola te kao dijagnosticki test za
otkrivanje numerickih promjena spolnih kromosoma (11,
12). Primjer slozene analize spolnog kromosoma bio je uzo-
rak kod kojeg je analiza lokusa STR smjestenih na kromoso-
mu X uputila na monosomiju kratkoga kraka i trisomiju du-

som X (i(X)). Vazno je istaknuti da u slu¢aju sumnje na prisut-
nost strukturnih promjena kromosoma X, koje za rezultat
imaju duplikaciju i/ili deleciju, u analizu PCR-STR nuzno je
ukljuciti vise lokusa rasporedenih duz cijelog kromosoma X.

Odredivanje spola bitno je za prenatalnu dijagnostiku, po-
sebno u obiteljima u kojima postoje spolno vezane bolesti
ili je poznato da je majka prenositeljica mutiranoga gena na
kromosomu X. Primjena metode PCR-STR kao dijagnostic-
kog testa za otkrivanje numeri¢kih promjena spolnih kro-

TABLICA 3. Prikaz rezultata utvrdivanja podrijetla kromosoma u
dijagnostici uniparentne disomije primjenom lokusa STR (N=54)

goga kraka kromosoma X (46,X,i(X)(q10)) (Slika 2). Na lokusi- Uniparentna disomija Rezultat Broj
ma DXS9895 i DXS6810, koji su smjesteni na kratkom kraku UPD 15 (N=30) Prader Willi sindrom 12
kromosoma X, uocen je jedan alel, $to je kod ispitanika AR e S el !
odgovaralo nalazu X p monosomije. Od preostalih triju UPD 14 (N=5) B:irgflean::aal;zsomua (])7
lokusa koji se nalaze na dugom kraku kromosoma X, infor- Normalan nalaz 5
mativni su bili lokusi DXS6803 (utvrdena dvostruka doza UPD 11 (N=11) Uniparentna disomija 0
jednog alela u odnosu na drugi) i GATA172D05 (uocena tri Normalan nalaz 11
razli¢ita alela). Metodom klasi¢ne citogenetike utvrdeno je UPD 7 (N=8) Uniparentna disomija 0
Normalan nalaz 8

da je rije¢ o strukturnoj promjeni kromosoma X — izokromo-
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mosoma trenutno je ogranic¢ena, jer na kromosomu X ne
postoji mnogo polimorfnih genskih biljega koji imaju vi-
soku heterozigotnost. Istrazivanje stupnja heterozigotnosti
mikrosatelita ima vaznu ulogu u dobivanju uvida u njihovu
informativnost i primjenjivost u prenatalnoj dijagnostici
(13). U Kabinetu za prenatalnu dijagnostiku za otkrivanje
numerickih promjena spolnih kromosoma primjenjuje se
set od pet mikrosatelitskih lokusa smjestenih duz kromoso-
ma X (DXS9895 i DXS6810 na p kraku kromosoma X, a
HPRTB, DXS6803 i GATA172D05 na g kraku kromosoma X).
Prema dobivenim rezultatima moze se zakljuciti da je kom-
binacija od pet mikrosatelitskih lokusa analiziranih u ovom
radu dostatno informativna, odnosno njihovom primjenom
uspjesno su odredene promjene u broju kromosoma X.

Na temelju nasih rezultata pokazala se potreba provodenja
sliedeceg postupka radi prenatalnog otkrivanja uzoraka s
promjenom broja kromosoma X. Prvi korak u takvim anali-
zama trebao bi biti odredivanje djetetovog spola, primjerice
metodom PCR, pri ¢emu se umnaza nepolimorfni mikro-
satelit AMXY. Navedeni mikrosatelit ima samo dva alela
razlicite duljine — alel duljine 106 pb nalazi se na kromoso-
mu X, a alel duljine 112 pb na kromosomu Y. U sljede¢em
koraku nuzno je analizirati barem dva visokopolimorfna
lokusa STR, po mogucnosti rasporedena na razli¢itim kraje-
vima kromosoma X (primjerice lokus DXS9895 i lokus
DXS6803). U slucaju da je rije¢ o muskom djetetu, a um-
nazanjem navedenih lokusa se dobiju dva razli¢ita alela za
testirane lokuse STR, moZe se zakljuciti da je rijec o Klinefel-
terovom sindromu. U slucaju Zenskog djeteta prisutnost
triju razlicitih alela u pribliznom omjeru 1:1:1 ili dvostruke
doze jednog alela u odnosu na drugi upucuje na sindrom
trostrukog kromosoma X. Analiza minimalno pet lokusa STR
na kromosomu X takoder je potrebna za uspjeSno odre-
divanje Turnerovog sindroma, jer je vrlo mala vjerojatnost
da Zensko dijete bude homozigot za svih pet analiziranih
lokusa STR. Stoga prisutnost samo jednog alela na svakom
od testiranih lokusa upucuje na monosomiju kromosoma X.

Prednost analize lokusa STR u prenatalnoj i postnatalnoj
dijagnostici ocituje se i u mogucnosti utvrdivanja podrijetla
kromosoma u dijagnostici uniparentne disomije, koje nije
moguce utvrditi metodom klasi¢ne citogenetike. U uzorku
od 54-ero ispitanika sa sumnjom na uniparentnu disomiju
kod njih 13-ero nadena je uniparentna disomija kromoso-
ma 15 (UPD15), od kojih je 12-ero ispitanika naslijedilo oba
kromosoma 15 od majke (Prader Willijev sindrom), dok je
jedan ispitanik naslijedio oba kromosoma 15 od oca (Angel-
manov sindrom) (tablica 3). Uputna dijagnoza pacijenata
analiziranih na UPD 7,11, 141 15 bila je njihov klinicki fenotip,
za UPD 7 sumnja na Russell-Silverov sindrom (RSS), UPD 11
sumnja na Beckwith Wiedemannov sindrom (BWS) te kod
UPD 15 na Prader-Willijev (PW) ili Angelmanov sindrom
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(AS). UPD14 analizirana je kod pacijenata upucenih na obra-
du zbog niskog rasta i preuranjenog puberteta te klinickog
fenotipa slicnog PWS-u. Negativni rezultati analize UPD 7 i
11 u skladu su s genetickom heterogenos¢u RSS-a i BWS-a.
Naime, samo kod 7-10% osoba s klini¢kom slikom RSS-a pri-
sutna je majc¢ina uniparentna disomija kromosoma 7, dok je
oceva uniparentna disomija kromosoma 11 (kromosomska
regija 11p15) uzrok BWS-a kod 10-20% pacijenata (14, 15).

Na temelju dobivenih rezultata mozemo zakljuciti da je ana-
liza lokusa STR brza, jednostavna i pouzdana metoda koja
nam omogucuje brzo otkrivanje aneuploidija i uniparentne
disomije, sto je od osobite vaZznosti u prenatalnoj dijagno-
stici.

Kratice:

GTG pruganje — G pruganje kromosoma primjenom tripsina i gimze

FISH - fluorescentna in situ hibridizacija

PCR-STR — umnazanje mikrosatelitskih lokusa lan¢anom reakcijom polime-
raze

STR - kratka uzastopna ponavljanja ili mikrosatelitski lokusi

UPD - uniparentna disomija
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SUMMARY

Use of microsatellite loci in prenatal and postnatal
diagnosis of aneuploidy and uniparental disomy

K. Crkvenac Gornik, I. Tonkovi¢ Burisevi¢, M. Miklos, S. Huljev Frkovi¢, Z. Grubic

The largest proportion of all chromosomal anomalies in humans are syndromes Down (trisomy of chromosome 21), Edwards (tri-
somy of chromosome 18) and Patau (trisomy of chromosome 13). This fact has revealed the need to introduce methods that would
allow rapid diagnosis of the most common numerical chromosomal abnormalities, which is of special importance in prenatal diag-
nosis. Analysis of the microsatellite or STR locus with the PCR-STR method has given us the possibility of fast diagnosis of the most
frequent aneuploidies within one to three days. The advantage of the analysis of STR loci in prenatal and postnatal diagnosis lies in
the ability to determine the origin of chromosomes in the diagnosis of uniparental disomy. At the Zagreb University Hospital Centre,
rapid prenatal and postnatal diagnosis of aneuploidy and uniparental disomy was performed using analysis of the microsatellite
loci of chromosomes 7, 11,13, 14, 15, 18, 21, X and Y. The purpose of the work was to show diagnostic value of the microsatellite loci
on the above listed chromosomes. On prenatal screening of 2072 amniotic fluid samples, 55 (2.65%) showed change in the number
of chromosomes. As expected, the largest number of samples (n=35) showed trisomy of chromosome 21. Uniparental disomy of
chromosome 15 (UPD15) was demonstrated in 13 of 54 subjects with suspicion of uniparental disomy. The results of the PCR-STR
method were in accordance with the results of conventional cytogenetics. In conclusion, the combination of STR loci that we use is
considered good enough to determine aneuploidy of chromosomes 13, 18, 21, X and Y, and uniparental disomy of chromosomes 7,
11,14 and 15.
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