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Pregled
Review

MOLEKULARNA CITOGENETIKA
U DIJAGNOSTICI MIKRODELECIJSKIH SINDROMA

ISKRA PETKOVIC*

U ovom je radu dan kratak pregled dosadasnjih spoznaja o mikrodelecijskim sindromima, molekularnim mehanizmima
njihove pojave i pridruzenim poremecajima genoma. U radu je naveden pregled suvremenih metoda i tehnika koje se koriste u
postavijanju dijagnoze mikrodelecijskih sindroma.

Deskriptori: MIKRODELECIJSKI SINDROMI, CITOGENETIKA, FISH

UvOD

Kromosomski poremecaji uzrokuju
visak, manjak ili prestrukturiranje
genetickog materijala i zahvacéaju vece
ili manje skupine gena. Aberacija moze
zahvati bilo koji kromosomski tip ili
kromosomsku  regiju, a  klinicke
posljedice ovise o prirodi genetickog
materijala i opsegu zahvacene regije
odnosno broju i prirodi zahvacenih gena.
Detekcija kromosomskog poremecaja,
precizno odredivanje mjesta loma te
ispitivanje povezanosti kromosomske
aberacije 1 fenotipa doprinijelo je
otkrivanju specificnih  kromosomskih
sindroma. Posebnu pozornost privlaci
skupina sindroma koji su posljedica
delecije ili duplikacije sitnih segmenata
genoma  specificne  kromosomske
lokalizacije. Mogu¢nost detekcija takvih
kromosomskih poremeéaja u mnogome
ovisi 0 danas raspolozivim
citogenetickim i molekularnim
metodama ispitivanja genoma. Precizna
analiza 1 identifikacija kromosomskog
poremecaja je od prakticne koristi u
postavljanju dijagnoze, i od znanstvenog
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interesa jer omogucuje istrazivanje
povezanosti  genetickog debalansa i
pridruzenih klinickih osobina. U ovom
radu  dat je kratak  pregled
mikrodelecijskih sindroma uz prikaz
suvremenih metoda molekularne
citogenetike koje se koriste u
dijagnostici takvih poremecaja.

MIKRODELECIJSKI SINDROMI

Mikrodelecijski sindromi su rezultat
gubitka sitnog segmenta DNA, kojeg je
veoma tesko ili nemoguce otkriti
metodama klasi¢ne citogenetike. Kao Sto
i sam naziv naglasava, poremecaj
genoma je kod vecine danas poznatih
sindroma posljedica delecije specifi¢ne
kromosome regije uz gubitak skupine
gena u zahvaCenom kromosomskom
segmentu. Klini¢ke osobine sindroma su
posljedica debalansa razliCitih gena
susjedne lokalizacije te je Schmickel
1986. g. takve poremecaje nazivao
"contiguous gene  syndromes" ili
sindromi susjednih gena (1). U literaturi
se pored naziva mikrodelecijski
sindromi susreée naziv segmentna
aneusomija, a kako bi se naglasilo da
poremecaj genoma uzrokuje strukturnu i
funkcijsku  monosomiju  zahvaéenog
kromosomkog segmenta (2).

MOLEKULARNI MEHANIZMI U NASTANKU
MIKRODELECIJSKIH SINDROMA

Distribucija mikrodelecija u genomu
¢ovjeka nije slucajna ve¢ su aberacijama

cesce zahvacene specificne
kromosomske regije. To se posebno
odnosi na skupinu mikrodelecijskih
sindroma. Mikrodelecijski sindromi su
posljedica gubitka genetickog materijala
specificne kromosomske lokalizacije i
specifi¢nim mjestima loma.
Mikrodelecije mogu biti intersticijske ili
zahvatiti krajeve kromosomskih
krakova. Kod veéine sindroma susjednih
gena deletirane regije su omedene
relativno dugim homogenim
ponavljajué¢im nizovima nukleotida (3).
Te su regije podlozne rekombinaciji i u
tim su regijama identificirana mjesta
lomova  kromosoma kod  vecine
mikrodelecijskih sindroma. Pretpostavlja
se da, nejednaki intra- i
interkromosomski krosingover izmedu
grani¢nih ponavljajucih nizova
nukleotida uzrokuje gubitak i reciprocnu
mikroduplikaciju intersticijskog
kromosomskog segmenta (4). Ovaj
mehanizam nastanka se smatra bitnim u
etiologiji Cestih mikrodelecijskih
sindroma kao S§to su Smith-Magenis,
Williams, Prader-Willi sindrom i drugi.

Mikrodelecije mogu biti posljedica
lomova u nestabilnim kromosomskim
lokusima kao S§to su rijetka fragilna
mjesta. U takovim je slucajevima lom
kromosoma popracen gubitkom
acentricnog fragmenta 1 de novo
sintezom telomernih sekvenci DNA koje
stabilizaciju kromosomsku strukturu.
Ovaj mehanizam nastanka mikrodelecije
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Tablica 1.

Mikrodelecijski sindromi

Table 1

Microdeletion syndromes

Sindrom qumosomska Fenotipske osobine

regija

Delecija 1p36 1p36 Kraniofacijalna anomalije, mikrocefalija, klinodaktilija, kardiomiopatija, hipotireoza,
zamjedbena gluhoca, autoagresivnost, hipotonija, mentalna retardacija

Wolf-Hirschhorn 4pl6.3 Pre- i postnatalni zastoj rasta, mentalna retardacija, dismorfija, mikrocefalija,
kongenitalne anomalije

Delecija 4pl5 4pl5 Blaga mentalna retardacija, dugo trokutasto lice, dismorfija,

Cri-du-chat S5pl15.2-p15.3 Mikrocefalija, dismorfija, teSka mentalna retardacija

Delecija 6p22.3-p25 6p22.3-p25 Hidrocefalus, kraniofacijalne malformacije, kratak vrat, kongenitalne sréane greske,
anomalije bubrega, psihomotorna retardacija, hipotonija

Williams 7q11.23 Dismorfija, hiperkalcemija, kongenitalna sréana greska, umiljata narav,
preuranjeno starenje koze, mentalna retardacija

Langer-Giedion 8q24.1 Rijetka kosa, ¢unjaste epifize falangi, multiple egzostoze, mentalna retardacija, dismorfija

Delecija 10p13 10p13 Kraniofacijalne anomalije, kratak vrat, sr¢ane greske, anomalije urotrakta,
anomalije gornjih ekstremiteta, psihomotorna retardacija, zamjedbena gluhoca

WAGR 11p13 Wilms tumor, Aniridija, Genitourinarna displazija, Retardacija

Jacobson 11q23.3 Tjelesno i dusevno zaostajanje, kraniofacijalne anomalije, sréane greske, poremecaj mijelinizacije

Angelman 15q11-13 Hipotonija, mikrocefalija, hipopigmentacija, atakti¢an hod, epilepticki napadaji,
bezrazlozan smijeh, mentalna retardacija

Prader-Willi 15q11-13 Hipotonija, hiperfagija, pretilost, niski rast, male Sake i stopala, hipopigmentacija,
mentalna retardacija

Smith-Magenis 17p11.23 Dismorfija, poremecaji ponaSanja, autoagresivnost, periferna neuropatija, mentalna retardacija

Miller-Dieker 17p13.3 Lisencefalija I, dismorfija

Alagille sindrom 20p11.23-p12.2

Sindrom delecije 22q11 22q11

Distalna 22q mikrodelecija 22q13-22qter

Blaga dismorfija, kroni¢na kolestaza, kardiovaskularne anomalije

Dismorfija, kongenitalne sréane greske (konotrunkalne anomalije), rascjep nepca,
hipoplazija timusa, hipokalcemija, blaga mentalna retardacija

Hipotonija, nerazvijen govor, blaga dismortija

Delecija Xp22.3 Xp22.3 X-vezana ihtioza, mentalna retardacija, epilepsija, o¢ni albinizam, Kallmanov sindrom
Delecija Xp21 Xp21 Misi¢na distrofija, kongenitalna adrnalna hipoplazija, mentalna retardacija
Delecija Y kromosoma Yql3 Unilateralni kriptorhizam, infertilitet
se smatra bitnim u etiologiji upis je danas predmet mnogih i stoga aktivni. Neophodno je imati na
Jacobsonovog sindroma (5). ispitivanja. Poznato je da je razlicita umu da je za gene koji podlijezu ovom
Klinicka manifestacija ~sindroma ekspresija alela koji potjecu od oca i od tipu genske regulacije svojstvena

susjednih gena moze, osim delecije, biti
rezultat drugih tipova kromosomskih
aberacija kao S$to su translokacije ili
inverzije s mjestima loma u kriti¢noj
regiji (6, 7).

Pojedini mikrodelecijski sindromi
ukljucuju gene C¢ija je funkcionalna
aktivnost ovisna o njihovom
roditeljskom porijeklu. Poznato je da su
pojedini geni ili skupine gena aktivni
kada se nasljeduju od jednog od
roditelja, a inaktivni kada se nasljeduju
od drugog (7). Fenomen je poznat pod
nazivom "genomic imprinting" ili
genomski ili roditeljski upis. Genomski
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majke posljedica razliCite metilacije
citozina. Intenzivna metilacija citozina
uzrokuje inaktivaciju gena dok su
aktivni geni nemetilirani (8). U genomu
Covjeka je za sada poznat relativno mali
broj gena koji podlijezu ovom tipu
regulacije. Geni su obi¢no u skupinama,
imaju specifi¢nu kromosomsku
lokalizaciju i bogati su CG parovima
baza. Proces metilacije citozina deSava
se vjerojatno tijekom sazrijevanja
spolnih stanica i razli¢it je za muske i
zenske gamete. Tako su pojedini geni
metilirani u zenskim spolnim stanicama
i stoga inaktivni, dok su isti geni u
muskim spolnim stanicama nemetilirani

funkcijska monosomija uz strukturnu
disomiju. Mehanizam genomskog upisa
kao i mehanizmi kontrole nisu za sada
dovoljno istrazeni. Rezultati ispitivanja
ukazuju da proces metilacije kontroliraju
specifiéni geni u centrima za genomski
upis. Prader-Willi i Angelman sindromi
su posljedica genomskog upisa u regiji
15q11-13 (9). Fenotipsko ocitovanje
Prader-Willi i Angelman sindroma je
rezultat gubitka aktivne kopije gena i
stoga funkcijske nulisomije. Gubitak
aktivne kopije gena moze biti posljedica
delecije segmenta koji sadrzi aktivan
alel, uniparentne disomije ili poremecaja
genomskog upisa kao §to je delecija ili
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mutacije centra za genomski upis (10).
Tako mikrodelecija segmenta koji sadrzi
aktivan  alel  uzrokuje  strukturnu
monosomiju i funkcijsku nulisomiju i
Prader- Willi ili Angelman sindrom.
Uniparentna disomija je pojam kojim se
oznacava da oba homologa jednog
kromosomskog para potjecu od jednog
od roditelja (11). Uniparentna disomija
je posljedica greske tijekom mejoticke
diobe, formiranja trisomi¢ne zigote uz
naknadni gubitak prekobrojnog
kromosoma. Gubitak homologa koji
sadrzi aktivan gen uspostavlja strukturnu
disomiju 1 funkcijsku nulisomiju uz
klini¢ku manifestaciju mikrodelecijskog
sindroma. Kod poremecéaja genomskog
upisa kromosomi su biparentnog
porijekla ali uniparentnog tipa DNA
metilacije (12).

FENOTIP MIKRODELECIJSKIH SINDROMA

Vecéina mikrodelecijskih sindroma
je posljedica gubitka kromosomskog
segmenta i pridruzenih genskih lokusa te
je obicno prisutna strukturna i funkcijska
monosomija. Haploinsuficijencija
uzrokuje smanjenu ukupnu koli¢inu
kona¢nog produkta zahvacenog gena i
ima Stetne posljedice na funkcionalnu
aktivnost stanice i tkiva.

Mikrodelecijski sindromi su
heterogena  skupina  sindroma i
predstavljaju prepoznatljive entitete sa
specificnom klinickom prezentacijom.
Fenotip je kod vecine mikrodelecijskih
sindroma posljedica poremecaja
nekolicine gena, dok kod nekih moze
biti posljedica poremecaja, mutacije ili

gubitka funkcije jednog gena uz
autosomno dominantan nacin
nasljedivanja.

Tako, na primjer, Alagille sindrom
moze biti posljedica tockaste mutacije
JAGI1 gena, ali isto tako mikrodelecije
kratkog kraka kromosoma 20 uz gubitka
c¢itavog JAGI1 gena (13). Poznato je, ta-
koder da su klinicke osobine Willi-
amsovog, trihorinofalangealnog
(Langer-Giedion) i Miller-Diekerovog
sindroma posljedica gubitka skupine
gena u specificnom kromosomskom
segmentu, a ne rezultat djelovanja
pojedinog gena unutar zahvadene
kriticne regije. Mikrodelecija 7q11.23
uzrokuje Williamsov sindrom, gubitak
gena za elastin, ali i gubitak odredenog

broja susjednih gena. U klinickoj slici
dominiraju dismorfija, blaga mentalna
retardacija,  vaskularni  poremecaji
posebno stenoza velikih krvnih zila. Za
razliku od mikrodelecijskog sindroma,
izolirana delecija ili toc¢kasta mutacija
elastin gena ocituje se izoliranom
autosomno dominantnom
supravalvularnom stenozom aorte. Za
razliku od spomenutih sindroma za sada
nije poznato da li je fenotip Prader-
Willi, Smith-Magenis ili sindroma
delecije 22q11 posljedica gubitka jednog
ili vise gena.

KLINICKE ZNACAJKE
MIKRODELECIJSKIH SINDROMA

Danas je poznato vise od 20
mikrodelecijskih sindroma (Tablica 1.).
Incidencija  sindroma je  veoma
varijabilna. Pojedini su sindromi veoma
rijetki, dok se drugi CeSce susrecu u
humanoj  patologiji. ~Medu cesée
mikrodelecijske sindrome ubrajaju se:
Miller-Dieker, Smith Magenis, sindrom
delecije 22ql1.2, Prader-Willi,
Angelman, i Williamsov sindrom.

Miller-Diekerov sindrom je rezultat
mikrodelecije 17p13.3. Klinicke
znacajke su lisencefalija tipa 1, teska
mentalna retardacija, dismorfija,
mikrocefalija i  ponekad  druge
kongenitalne anomalije (13, 14). Miller-
Diekerov  sindrom je neophodno
razlikovati od lisencefalije. Lisencefalija
je posljedica delecije LIS1 gena, i nije
udruzena s dismorfijom i kongenitalnim
anomalijama. Prevladava misljenje da je
fenotip Miller-Dieker sindroma
posljedica mutacije drugih gena koji se
nalaze u blizini LIS1 gena. Prema
podacima iz literature deleciju je
mogucée otkriti metodama klasi¢ne
citogenetike kod 50% bolesnika, dok je
metodom  fluorescentne in  situ
hibridizacije (FISH) moguce otkriti
deleciju u ¢ak 90% bolesnika s Miller-
Dieker sindromom i kod 15-30%
bolesnika s lisencefalijom (2, 14).

Smith-Magenisov  sindrom  je
posljedica intersticijske delecija 17p11.2
i javlja se s incidencijom 1 na 25 000
poroda. Mikrodelecija se povezuje s
mentalnom retardacijom, dismorfijom,
brahicefalijom, Sirokim korijenom nosa,
losije modeliranim uskama, a prisutne su
i smetnje ponasanja, autoagresivnost i

poremecaj spavanja (15). KritiCna regija
obuhvacéa segment DNA veli¢ine 3.7
Mb. Dijagnoza Smith-Magenis sindroma
se potvrduje pomoc¢u FISH metode uz
primjenu komercijalne DNA probe.

Sindrom delecije  22ql11.2 je
naj¢es¢i mikrodelecijski sindrom s
incidencijom od 1 na 4000 poroda.
Sindrom karakterizira slozen spektar
anomalija organa koji se razvijaju iz
treceg 1 Cetvrtog Skrznog luka.
Mikrodelecija  del(22) (qll1.2) se
povezuje s nekoliko sindroma 1 to:
DiGeorge sindrom, velokardiofacijalni
sindrom, konotrunkalana anomalija-lice
sindrom, Opitz/GBBB sindrom, Cayler

sindrom, Kenny-Caffey sindrom (16).
Klinicka slika je veoma varijabilna.
Srcéane greske su cCesta pojava, uz
hipokalcemiju,  hipoplaziju  timusa,
rascjep nepca, poteSkoce u ucenju,
dismorfiju, mikrocefaliju i
imunodeficijenciju. ~ Sréana  greska

(najcesce su konotrunkalne anomalije)
otkrivena je kod 75% bolesnika,
hipokalcemija kod 60%, anomalija
bubrega kod 30% i rascjep nepca kod
9% pacijenta s dokazanom delecijom
22q11.2 (17). Veli¢ina zahvaéenog
segmenta je varijabilna. Kod veéine
bolesnika dokazana je delecija DNA
segmenta veli¢ine 3-Mb, a u manjem
broju ispitanika delecija obuhvaca
segment DNA veli¢ine 1.5-Mb (18).
Dijagnoza se u 90-95% bolesnika
postavlja pomoéu FISH metode uz
upotrebu komercijalne DNA probe.

Prader-Willi sindrom se javlja s
incidencijom od 1 na 10000-15000
novorodencadi i posljedica  je
poremecaja  regije  15qll1-ql3. U
klinickoj  prezentaciji  prisutni  su
hipotonija, hiperfagija, hipogonadizam,
hipopigmentacija, mentalna retardacija i
dismorfija (9, 10). Sindrom moze biti
posljedica delecije kromosoma ocevog
porijekla, uniparentne disomije uz
gubitak ocevog kromosoma, te rezultat
poremecaja genomskog upisa. Tako je
de novo delecija otkrivena kod 70%
bolesnika, uniparentna disomija kod
25% ispitanika, a poremecaj genomskog
upisa u manje od 5% bolesnika (9, 10).
Kriti¢na regija obuhvaca segment DNA
veli¢ine 4-Mb 1 brojne gene. Unato¢ do
sada provedenih ispitivanjima nije jasna
povezanost funkcionalne aktivnosti
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pojedinih gena i klinickog ocitovanja
sindroma.

Angelmanov sindrom se prema
danas prihvaéenim procjenama javlja u 1
/ 15000 poroda. U klinickoj slici prisutni
su mikrocefalija, dismorfija,
hipopigmentacija, hipotonija trupa uz
hipertoniju i hiperrefleksiju udova, teska
mentalna retardacija, nerazvijen govor,
epilepsija uz specificne promjene
elektroencefalograma, paroksizmi
smijeha 1 poremecaji spavanja (10, 19).
Genetika Angelmanovog sindroma je
slozena. Kod 65-75% bolesnika prisutna
je de novo intersticijska delecija 15q11-
13. Veli¢ina deletiranog DNA segmenta
iznosi oko 4 Mb. Poremecaj je majéinog
porijekla, i otkriva se FISH metodom.
Procjenjuje se da je uniparentna
disomija uz gubitak kromosoma 15
majcinog porijekla prisutan u 3-7%
ispitanika, poremecaj genomskog upisa
u 3-9%, a toCkasta mutacija UBE3A
gena za ubikvitin ligazu 3A kod 4-6%
bolesnika. Kod otprilike 10% bolesnika
s klinickom slikom Angelmanovog

sindroma  nije  moguée  odrediti
mehanizam nastanka poremecaja
genoma.

Williamsov sindrom se javlja s
incidencijom od 1 na 10000-20000
novorodencadi. Sindrom je posljedica
mikrodelecije regije ql1.23 kromosoma
broj 7. Osnovne klinicke znacajke su
dismorfija, hiperkalcemija,
kardiovaskularne mane (supravalvularna
stenoza aorte, stenoza perifernih pluénih
arterija, poremecaji grade valvule,
atrijski  septalni defekt, ventrikulski
septalni defekt i dr.), anomalije bubrega,
zaostajanje u tjelesnom i dusevnom
razvoju, poremecaji ponaSanja (13).
Identifikacija mikrodelecije 7q11.23 nije
moguca metodama klasine citogenetike
ve¢ se rutinski koristi FISH metoda
ispitivanja.

DIJAGNOSTICKE METODE

Vec¢ina mikrodelecijskih sindroma
ima varijabilnu klinicku sliku te ih je
ponekad tesko prepoznati na temelju
fenotipa. Dijagnoza se postavlja na

osnovu klini¢kih obiljezja i
laboratorijske obrade. Laboratorijska

obrada obuhvaca ispitivanje metodama
klasicne i molekularne citogenetike, a
Cesto se koriste slozene metode
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molekularne DNA analize. Svrha takvih
ispitivanja jest precizno postavljanje
dijagnoze i otkrivanje mehanizma
nastanka poremecaja genoma, a kako bi
se omoguéilo odgovarajuce praéenje
bolesnika i  davanje  geneticke
informacije.

Klasi¢na citogenetika
Analiza morfoloskog izgleda

kromosoma odigrala je vaznu ulogu u
otkrivanju kriti¢nih regija za mnoge

danas poznate mikrodelecijske
sindrome. Analiza je u mnogim
slu¢ajevima omogucéila identifikaciju

delecija ili identifikaciju mjesta lomova
kromosoma u bolesnika s translokacijom
ili inverzijom. Za analizu kromosoma
rutinski se koristi kultura stanica
periferne krvi uz metodu sinkronizacije
stanica kojom je mogucée ispitati
kromosome slabijeg stupnja
kontrahiranosti te Q-, G- i R- metode
pruga za preciznu identifikaciju
specificnih  kromosomskih tipova (20-
23). G- metoda pruga je nai$la na Siroku
primjenu u citogenetici i omogucuje
identifikaciju pojedinih kromosoma na
temelju raspreda svjetlije 1 tamnije
obojenih  regija  uzduz  krakova
kromosoma. Metode pruga omogudéuju
sveobuhvatan uvid u promjene genoma i
identifikaciju aberacija razlicitih
kromosomskih tipova u jednoj stanici.
Pomo¢u G-metode pruga moguce je
otkriti poremecaje segmenata
kromosoma veli¢ine 5Mb (2). Aberacije
koje zahvacaju manje segmente DNA
nije moguée sa sigurnoScu otkriti
metodama klasi¢ne citogenetike.
Identifikaciju ~ poremeéaja  otezava
heteromorfizma kromosomskih
segmenata, razli¢ita 1 varijabilna
kondenzacija homologa.

Molekularna citogenetika

Metode molekularne citogenetike
dale su znacajan doprinos u ispitivanju i
otkrivanju submikroskopskih
poremecaja genoma kao S§to su
poremecaji vezani za sindrome susjednih
gena. Molekularna citogenetika
obuhvaca danas Sirok spektar razlicitih
metoda  ispitivanja kao §to  je
fluorescentna in situ hibridizacija (FISH)
za identifikaciju specificnih dijelova
genoma, multikolor FISH (SKY,

COBRA) za istovremenu identifikaciju
svakog pojedinog kromosomskog tipa u
genomu Covjeka, komparativna
genomska hibridizacija (CGH) za
otkrivanje viska ili manjka specificnih
kromosomskih segmenata i druge. Svaka

od spomenutih metoda ima svojih
prednosti 1 manjkavosti 1 korisno
nadopunjuju rezultate ispitivanja
dobivene metodama klasi¢ne
citogenetike.

Fluorescentna in situ hibridizacija je
metoda molekularne citogenetike koja
sjedinjuje prednosti citogenetickih i
molekularnih  metoda ispitivanja, a
osniva se (kao i sve metode molekularne

genetike) na hibridizaciji
komplementarnih sekvenci nukleinskih
kiselina  (24). Razlikujemo dvije

komponente i to: obiljezene sekvence
nukleinskih kiselina poznate kao probe
(sonde) 1 homologne sekvence koje su

predmet ispitivanja i1 nalaze se u
interfaznim stanicama ili metafaznim
kromosomima fiksirane na

citogenetickom preparatu. DNA sonde
su obiljeZzene fluorokromom i rezultati
hibridizacije se analiziraju pomocéu
fluorescentnog mikroskopa. Prisutnost
ili odsutnost fluorescentnog signala
upotrijebljene DNA probe ukazuje na
prisutnost ili odsutnost specificnih DNA
sekvenci u genomu pojedinih stanica.

FISH metodom se mogu
identificirati razli¢ite sekvence DNA, a
identifikacija ovisi o upotrijebljenoj
DNA sondi (24). Danas se na
raspolaganju  citogenetiCara  nalaze
razli¢iti tipovi DNA sondi (25). Siroku
primjenu u dijagnostici nasle su sonde
za obiljezavanje Citavih kromosoma,
centromeri¢ne, subtelomerne i lokus
specificne sonde (26). Centromeri¢ne
sonde, su gradene od ponavljajuéih
DNA sekvenci, najces¢e a-satelitne
DNA. Omogucuju identifikaciju
centromeri¢nih regija pojedinih
kromosomskih  tipova  metafaznih
kromosoma i interfaznih stanica. Koriste
se za procjenu numerickih poremecaja
pojedinih  kromosomskih  tipova i
preciznu  identifikaciju  strukturnih
aberacija. Sonde za obiljezavanje Citavih
kromosoma, su kromosom-specifi¢ne
sonde koje otkrivaju eukromatske regije
uzduz krakova pojedinih kromosomskih
tipova. Sonde se koriste za ispitivanje
metafaznih kromosoma, identifikaciju
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kromosoma u slozenim strukturnim
poremecajima, analizu marker
kromosoma, otkrivanje translokacija i
duplikacija. Subtelomerne DNA sonde
omoguéuju identifikaciju subtelomernih
regija svakog pojedinog kromosomkog
tipa. Subtelomerne regije imaju vaznu
ulogu u etiologiji mentalne retardacije.
To su regije bogate genima, a precizna
analiza poremecaja nije moguca
metodama klasi¢ne citogenetike. Danas
se na raspolaganju nalaze FISH metode
za probir subtelomernih regija i rutinski
se koriste u dijagnostici bolesnika s
mentalnom  retardacijom  nepoznate
etiologije (27). Lokus-specificne sonde
omoguéuju detekciju jedinstvenih DNA
nizova, te se koriste za identifikaciju
specificnih ~ kromosomskih  lokusa,
submikroskopskih delecija i duplikacija
metafaznih kromosoma i interfaznih
stanica. FISH metoda je veoma
osjetljiva i specifi¢na, a identifikacija
regije ovisi o upotrijebljenoj DNA
sondi, dok se istovremeno ne mogu
dobiti podaci o drugim dijelovima
genoma. Metoda ne daje sveobuhvatan
uvid u poremecaje genoma, te mnogi
mozda dijagnosticki i prognosticki vazni
poremecaji ostaju neidentificirani. Za
analizu  strukturnih ~ kromosomskih
poremecaja Cesto je neophodno koristiti
razlicite tipove DNA sondi, a kako bi se
precizno identificirao aberantan
kromosom, mjesta lomova i ustanovio
mehanizam njegova nastanka (28, 29).
FISH metoda nije ovisna o
proliferativnoj aktivnosti stanica, vec¢ je
identifikacija  specificnih  segmenata
genoma  moguéa u interfaznim
stanicama. Ispitivanjem je stoga moguce
obuhvatiti ve¢i broj stanica te se metoda

koristi za ispitivanje 1 procjenu
mozaicizma.
U dijagnostici mikrodelecijskih

sindroma koristi se FISH metoda i lokus
specificne DNA sonde. To je ciljana
analiza poremecaja specificne regije
genoma Cije postojanje se pretpostavlja
na temelju klini¢kih pokazatelja. Danas
se u razvijenim svjetskim centrima pa
tako i u nas u dijagnostici Cestih
mikrodelecijskih  sindroma  koriste
komercijalne DNA sonde (26, 30).
Komercijalne sonde se sastoje od dvije
lokus specificne DNA sonde, obiljezene
razli¢itim fluorokromom od kojih jedna
omogucuje identifikaciju kriticne regije
odredenog mikrodelecijskog sindroma, a

Slika 1.
Parcijalna metafaza nakon hibridizacije s DNA probom (TUPLEI) za identifikaciju delecije 22q11.2.
Odstustvo crvenog signala u proksimalnom segmentu dugog kraka kromosoma 22 ukazuje na deleciju
lokusa (strelica).

Figure 1

Partial metaphase hybridized with DNA probe (TUPLE1) that identifies deletion 22q11.2.
Absence of proximal red signal on one of the chromosome 22 indicate the deletion of the locus.

druga predstavlja kontrolnu sondu za
identifikaciju = kromosomskog tipa.
Uredan nalaz je popracen
identifikacijom 4 signala od toga su dva
kontrolna i1 dva signala identificiraju
kriticnu regiju na oba homologa, dok
prisutnost jednog signal za kriticnu
regiju ukazuje na mikrodeleciju (Slika

1).

Premda je klinicka slika pojedinih
mikrodelecijskih sindroma specifi¢na,
prisutna  je  znaCajna  fenotipska
varijabilnost. Poznato je da pojedini
klini¢ki simptomi nisu izrazeni u ranoj
zivotnoj dobi ili mogu biti nespecifi¢ni
§to otezava postavljanje dijagnoze i
pravilno usmjeravanje dijagnosticke
obrade. U takvim se slucajevima
dijagnosticka obrada pacijenta produzuje
i upotpunjuje dodatnim laboratorijskim
testovima. UsavrSena je, stoga viSebojna
FISH metoda probira koja omogucuje
simultanu  detekciju  veéeg  broja
kromosomskih regija odgovornih za
pojavu mikrodelecijskih sindroma (31).
Budu¢i da se ne radi o komercijalnom
multilokusnom testu za mikrodelecijske

sindrome primjena je u nas povezana s
brojnim tehnickim problemima. Istrazili
smo, stoga, moguénost simultane
upotrebe 6 razli¢itih komercijalnih DNA
sondi za mikrodelecijske sindrome u
jednoj hibridizaciji. Pilot ispitivanje je
dalo  zadovoljavaju¢e  rezultate i
potvrdilo moguénost probira, uz
simultanu analizu 6 razli¢itih kriti¢nih
regija i detekciju mikrodelecije (32).
Kombinacija komercijalnih sondi moze
biti razli¢ita i omoguditi istovremeno

ispitivanje mikrodelecija koje
predstavljaju diferencijalno dijagnosticki
problem i time omoguéiti brzu i
efikasniju dijagnosticku obradu
bolesnika.

Za probir mikrodelecija moze se
koristiti metoda komparativne genomske
hibridizacije. CGH metoda se zasniva na
kohibridizaciji ispitne i kontrolne DNA
(koje su prethodno obiljezene razli¢itim
fluorescentnim bojama) za normalnu
metafazu (33). Dinamika hibridizacije
ovisi o kvantitativnim razlikama izmedu
dva DNA uzorka. Segmenti genoma koji
su u ispitnoj DNA prisutni u veéem
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broju kopija u odnosu na normalu,
intenzivnije ¢e se hibridizirati za
odgovarajucu regiju metafaznog
kromosoma u odnosu na kontrolnu DNA
i obrnuto. Normalna metafaza sluzi,
stoga kao sredstvo za identifikaciju
regija koje su vezale ispitnu odnosno
kontrolnu DNA od onih koje su
jednakom dinamikom vezale obje DNA.
Rezultat  hibridizacije se obraduje
pomoc¢u kompjutorskog programa i
prikazuje kao omjer hibridizacije ispitne
i kontrolne DNA uzduz krakova svakog
pojedinog kromosomskog tipa. Na ovaj
je nacin mogu¢ probir Citavog genoma
stanice 1 identifikacija duplikacija ili
delecija specificne kromosomske regija.
Osjetljivost klasit(ne CGH metode je
mala i omogucuje detekciju poremecaja
veli¢ine od 5-10 Mb, a to je osjetljivost
analize metafaznih kromosoma.
Nedavno su usavrSene metode obrade
rezultata hibridizacije koje omogucuju
detekciju poremecaja veli¢ine 3Mb (34).
CGH metoda visoke osjetljivosti
uspjesno je upotrijebljena u dijagnostici
mikrodelecijskih  sindroma 1 pruza
mogucnost probira intersticijskih
mikrodelecija ili mikroduplikacija (35).

Poznato je da se u dijagnostici ¢estih
mikrodelecijskih sindroma koristi FISH
metoda i komercijalne DNA sonde,
medutim za mnoge mikrodelecijske
sindrome danas nisu raspolozive
komercijalne DNA sonde te se traze
alternativna rjeSenja kao §to je PRINS
(PRimed IN-Situ labeling) metoda.
Metodu je prvi opisao Koch i sur. 1989.
godine (36). Ona sjedinjuje principe
PCR (lancana reakcija polimerazom) i
FISH metode, a to zna¢i moguénost
citoloske lokalizacije specificnog
segmenta DNA umnoZenog pomocu in
situ PCR tehnike. Umjesto DNA sonde

koriste se lokus specificne
oligonukleotidne  klice  koje  se
hibridiziraju za komplementarne
sekvence ispitne DNA (metafazni

kromosomi fiksirani na citogenetickom
preparatu) i amplificiraju in situ uz
pomocu obiljeZzenih nukleotida i DNA
polimeraze. Ispitna DNA sluzi kao
kalup, a obiljezeni nukleotidi kao
supstrat za DNA polimerazu. Rezultati
se analiziraju pomoc¢u fluorescentnog
mikroskopa. PRINS metoda ima Siroku
primjenu i omogucuje identifikaciju
centromera, telomera, marker
kromosoma 1 pojedinih gena (37).
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Metoda je upotrijebljena za otkrivanje
mikrodelecije kod bolesnika s Prader-
Willi, DiGeoge i WAGR sindromom
(38,39).

Metode molekularne genetike

Prader Willi i Angelmanov sindrom
mogu biti posljedica mikrodelecije,
uniparentne disomije ili poremecaja
centra za genomski upis. U dijagnostici
ovih sindroma znacajnu ulogu imaju
metode  molekularne  genetike za
dokazivanje gubitka aktivnih lokusa u
proksimalnom segmentu dugog kraka
kromosoma 15. Kiriticne regije koje
potjecu od oca 1 majke se, zbog
genomskog upisa, medusobno razlikuju
na temelju razlika u metilaciji pojedinih
lokusa kao §to je primjer SNRPN gen
(40). SNRPN gen se nalazi u kriti¢noj
regiji za Prader-Willi sindrom na
kromosomu 15q11-q13, ima 10 eksona
od kojih je privi bogat razlicito
metiliranim CG dinukleotidima.
Funkcijski inaktivan alel je metiliran i
majcinog porijekla dok je funkcijski
aktivan alel nemetiliran 1 ocevog
porijekla.  Testovi za ispitivanje
metilacije koriste specifi¢ne restrikcijske
enzime za cijepanje DNA  koji
prepoznaju metilirana od nemetiliranih
restrikcijskih mjesta stvaraju¢i pritom
fragmente razli¢itih veli¢ina koje je
moguce otkriti Southern blot metodom
(41). Kod zdrave osobe detektirati ¢e se
dva fragmenta. Jedan fragment odgovara
maj¢inom, nefunkcionalnom i
metiliranom alelu, dok drugi fragment
DNA nastaje kao posljedica djelovanja
enzima na nemetiliranim restrikcijskim
mjestima u ocevom aktivnom alelu. Kod
pacijenata s Prader-Willi sindroma i
mikrodelecijom ili majcinom
uniparentnom disomijom ili
poremecajem genomskog upisa detektira
se samo metiliran fragment DNA dok ¢e

drugi  fragment nedostajati. Kod
bolesnika s Angelmanovim sindromom i
mikrodelecijom ili ocevom
uniparentnom disomijom ili

poremecajem genomskog upisa biti ¢e
detektiran samo nemetiliran fragment,
dok ¢e dugi nedostajati. Smatra se da je
ispitivanje metilacije pouzdan
dijagnosticki test kojim se moze
postaviti dijagnoza u otprilike 95%
bolesnika s Prader-Willi sindromom i u
otprilike 80% bolesnika S

Angelmanovim sindromom. Kada je
nalaz testa pozitivan, analizu je
neophodno nadopuniti citogenetickim
ispitivanjem 1 /ili ispitivanjem DNA
polimorfizma, a kako bi se razlikovale
delecije od uniparentne disomije. Pored
Southern blot metode danas su
usavrSene PCR metode za ispitivanje
metilacije pojedinih genskih lokusa (42,
43).

Dijagnoza sindroma delecije
22ql1.2 se kod vecéine bolesnika
postavlja pomo¢u FISH metodom uz
upotrebu komercijalnih DNA sondi. Kod
10% bolesnika s uvjerljivom klinickom
slikom, delecija zahvaca znatno manji
segment DNA. Poremecaj nije, stoga
moguce otkriti rutinskom FISH metoda
ve¢ su neophodne molekulske metode
ispitivanja DNA (44).

1z ovog kratkog pregleda je ocito da
se, za postavljanje dijagnoze
mikrodelecijskih ~ sindroma,  pored
klinickih ispitivanja, koriste razliCite
metode analize genoma kao klasi¢ne
metode pruga za analizu kromosoma,
FISH i molekularne metode ispitivanje.
Metode se medusobno ne iskljuéuju vec
se korisno nadopunjuju i omogucuju
precizniji uvid u poremecaje genoma
bolesnika s mikrodelecijskim
sindromima.
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MOLECULAR CYTOGENETICS IN THE DIAGNOSIS OF MICRODELETION SYNDROMES

L. Petkovié¢

This review summarizes the data on microdeletion syndromes, molecular mechanisms of origin, involved genomic unbalances
with special attention to the diagnostic value of cytogenetic and molecular investigations. In addition, the description of various
types of conventional cytogenetic, fluorescent in situ hybridization, and molecular diagnostic methods are described.
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