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Streszczenie

Celem pracy jest przedstawienie metody okreslania zygotycznosci cigzy wieloptodowej. Badanie objeto noworodki,
wszystkie tej samej pfci, urodzone w efekcie samoistnej cigzy wieloptodowej — czworaczej. Zygotycznosc cigzy
Okreslona zostata poprzez profilowanie DNA. Wyniki okreslity jednoznacznie cigze jako polizygotyczna. Profilowanie
DNA moze mie¢ zastosowanie w okreslaniu zygotycznosci cigzy wieloptodowey.

Stowa kluczowe: profilowanie DNA / cigza wieloplodowa / zygotyczno$é /
/ ezworaczki / plody tej samej plci /

Abstract

The aim of the report was to present a method of zygosity determination in multiple pregnancy. The study was
carried out on same-sex neonates born as a result of spontaneous quadruplet pregnancy. Zygosity was determined
by DNA profiling. The pregnancy was confirmed to be polyzygotic. DNA profiling may be used as a method of
zygosity determination in multiple pregnancy.
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Wstep

Okreslenie zygotycznosci i kosmowkowosci cigzy wielopto-
dowej jest istotne w prowadzeniu wilasciwej opieki peri- i post-
natalnej oraz niezb¢dne celem prowadzenia badan naukowych
w dziedzinie ciazy wieloptodowej [1]. Migdzynarodowe towa-
rzystwo badan nad bliznigtami (International Society for Twin
Studies) stworzyto deklaracj¢ praw oraz potrzeb blizniat i wielo-
raczkow. Zawiera ona prawo kazdego z blizniat oraz ich rodzi-
cow do informacji o kosméwkowosci i okreslenia zygotycznosci
w przypadku ptodow tej samej ptci [2]. Aktualnie rozpoznanie
rodzaju ciazy wieloptodowej, a tym samym postgpowanie, oparte
jest o okreslenie kosmoéwkowosci i owodniowosci. W cigzy mno-
giej ultrasonograficzne wyktadniki kosméwkowosci moga by¢
obecne albo nie dawac jednoznacznego rozpoznania, szczegdlnie
w przypadku ptodéw tej samej pici. Okreslenie zygotycznosci
metodami genetyki molekularnej jest pomocne w rozpoznaniu
wlasciwego rodzaju ciazy i zwigzanego z nim postgpowania [3].
Glownymi powodami okreslenia zygotycznosci ciazy wielopto-
dowej sa wzgledy medyczne, tozsamosciowe oraz naukowe.
Identyfikacja zygotycznosci ma szczegdlne znaczenie w aspekcie
transplantacji narzadéw oraz choréb dziedziczonych wieloczyn-
nikowo. W przysztosci badania nad bliznigtami monozygotycz-
nymi maja pomoc w wyjasnieniu zagadnien epigenetyki — wpty-
wu uwarunkowan srodowiskowych zmiany w funkcji genow bez
zmian w sekwencji DNA a tym samym wptywu srodowiska na
zdrowie i chorobe [4]. Profilowanie DNA analizuje bezposred-
nio geny. Badanie tego typu analizuje kilka niepowiazanych loci
genowych a otrzymany profil jest unikatowy dla kazdej osoby.
Profile blizniat monozygotycznych sg identyczne. Zaleta metody
jest mate zapotrzebowanie na materiat biologiczny. Wystarcza-
jace ilosci DNA moga by¢ otrzymane z wielu tkanek takich jak:
ptyn owodniowy, lozysko, krew pepowinowa oraz zylna, wymaz
z jamy ustnej, cebulki wlosow. [los$¢ profilowanych loci jest teo-
retycznie nieograniczona tym samym ryzyko btedu jest bardzo
male w przeciwienstwie do historycznie wykorzystywanej me-
tody oznaczania zygotycznosci w oparciu o badanie grup krwi.

Cel

Celem ponizszej pracy jest przedstawienie zastosowania
techniki profilowania DNA jako metody okre$lania zygotyczno-
$ci.

Metoda

W badaniu wykorzystano materiat genetyczny pobrany od
rodzicéw biologicznych oraz noworodkéw urodzonych w wyni-
ku samoistnej ciazy wieloptodowej o wyzszej krotnosci — czwo-
raczej. W celu ustalenia zygotycznosci czworaczkow, wszystkich
plci zenskiej, okreslono ich profile DNA oraz profile ich rodzi-
céw. Na podstawie badania USG wykonanego w pierwszym
trymestrze ciaz¢ okreslono jako czterokosmowkowa, czteroowo-
dniowa w zwigzku z czym nie byto wskazan do okreslania zygo-
tycznosci prenatalnie.

DNA izolowano z nabtonka jamy ustnej przy uzyciu komer-
cyjnego zestawu do Izolacji DNA ,,Sherlock AX” (I). Stgzenie
DNA okreslono metoda spektrofotometryczna. Amplifikacje i ty-
powanie badanych probek wykonano przy uzyciu systemu Amp-
FESTR® SEfiler™ PCR Amplification Kit (Applied Biosystems)
zgodnie z zaleceniem producenta (II). Produkty amplifikacji roz-
dzielono droga elektroforezy kapilarnej na automatycznym se-
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kwenatorze ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer. Jako standardu
wewngetrznego wielkosci DNA uzyto markera GeneScan — 500
LIZ™ Size Standard (applied Biosystems). Genotypy okreslano
w odniesieniu do drabin allelicznych przy uzyciu oprogramo-
wania komputerowego GeneMapper Dv3.2 Software (Applied
Biosystems). Badanie objeto 12 markerow DNA. Jedenascie au-
tosomalnych loci i locus amelogeniny (AMGXV) charakteryzu-
jacych pte¢ analizowanych probek.
1. A&A Biotechnology, Poland, 2012. Zestaw do izolacji
DNA ze $ladéw biologicznych ,,Sherlock AX”.
2. Applied Biosystems, AmpFESTR® SEfiler™ PCR Am-
plification Kit. User’s Manual, Foster City, Part number
4335145 Rev. B, 09/2002.

Wyniki

Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 1.

Przeprowadzone badania DNA w zakresie locus ameloge-
niny (AMGXY) potwierdzity pte¢ genetyczng wszystkich dzieci
jako zenska.

Analiza 11 autosomalnych loci genowych wykazata cztery
rozne profile DNA. Roznice wystgpujace w poszczegdlnych mar-
kerach DNA u badanych dzieci oznaczono réznymi odcieniami
szaro$ci.

Jednakowy kolor w danym locus §wiadczy o istnieniu iden-
tycznych genotypow (np. locus D18S51). W systemie VWA,
u dziecka II wykazano allel mutacyjny (15). Czgsto$¢ mutacji
w locus VMA wynosi 0,16%.

Przeprowadzone badania obejmujace 12 réznych markeréw
typy STR (z locus AMGXY) pozwolity na ustalenie, ze omawia-
ny przypadek czworaczkéw dotyczy dzieci pochodzacych z cig-
zy polizygotycznej.

Dyskusja

Kosméwkowos¢ odnosi si¢ do rodzaju placentacji w przeci-
wienstwie do zygotycznosci, ktdra okreslona zostaje w momen-
cie zaptodnienia. Kosméwkowos¢ cigz wieloplodowych byta
przedmiotem wielu badan, jednak w literaturze jest mato infor-
macji o ich zygotycznosci.

Zygotycznos¢ wskazuje na to, czy ptody rozwingty si¢ z jed-
nej zaptodnionej komdérki (monozygotyczne) czy z dwoch oocy-
tow zaptodnionych przez dwa rozne plemniki (dwuzygotyczne)
lub wielu oocytéw i odpowiedniej ilosci plemnikéw (polizygol-
tyczne). Rodzaj kosmoéwkowosci zalezy od czasu podziatu zy-
goty na dwa genetycznie identyczne zarodki. Jesli podziat zygo-
ty nastapi w przeciagu trzech dni od zaptodnienia ciaza bedzie
dwukosméwkowa z rozdzielnymi lub potaczonymi tozyskami.
Podziat zygoty nastepujacy migdzy czwartym a 6smym dniem od
zaptodnienia skutkuje ciaza jednokosmowkowa, dwuowodniowa
- ptody dziela wspdlng plyte tozyska ale kazdy posiada wiasny
worek owodniowy. Podziat zygoty zachodzacy pomigdzy dniem
8 a 13 skutkuje ciaza jednokosmoéwkowa, jednoowodniows -
bliznigta dziela zarowno wspdlng ptyte tozyska jak i przestrzen
wewnatrz pojedynczego worka owodniowego. W cigzach wie-
loptodowych o wyzszej krotnosci kosmoéwkowosé i owodnio-
wos¢ ustala si¢ poprzez poréwnanie sekwencyjne ptodow. Plodu
pierwszego z drugim, pierwszego z trzecim, drugiego z trzecim,
itd. Literatura podaje zasadg, ze wszystkie ciaze dwuzygotyczne
to cigze dwukosmowkowe, natomiast ciaza jednokosmowkowa
jest zawsze monozygotyczna [5].
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Tabela I.
Locus Matka Dziecko I Dziecko 11 Dziecko I11 Dziecko IV Ojciec
D3S1358 15/15 15/17 15/17 14/15 15117 14/17
VWA 14/18 15/18
D16S539 12/12 12/12 11/12 1112
D2S1338 16/19 19/23 23/23
AMGXY XX XX XY
D8S1179 10/12 12/17 10/17 13117
SE33 21/27,2 18/21 18/27,2 18/19
D19S8433 13/14 13/14 13/14
THO1 9/9 6/9
FGA 20/24 19/20
D21S11 28/28
D18S51 12/14

Jednakowy kolor w danym focus $wiadczy o istnieniu identycznych genotypow.

Nowe badania z zastosowaniem metod genetyki molekular-
nej pokazaly, ze nie zawsze jest to tak oczywiste. Ponadto za-
stosowanie technik wspomaganego rozrodu skutkuje wzrostem
odsetka dwuzygotycznych cigz jednokosméwkowych [6]. Innym
aspektem jest fakt, ze bliznigta monozygotyczne nie musza by¢
identyczne. Odpowiadaé za to moze spektrum zjawisk od heto-
rokariotypii po inaktywacj¢ chromosomu X. Powoduje to btedna
interpretacj¢ i bledne zakwalifikowanie niezupetnie identycz-
nych blizniat do grupy dizygotycznych, co ma istotne znaczenie
kliniczne [7, 8].

Niektorzy autorzy podaja, ze czgsto$é wystgpowania mo-
nozygotycznych ciaz wieloptodowych jest o§miokrotnie wyzsza
po zastosowaniu technik wspomaganego rozrodu w stosunku do
ryzyka populacyjnego [9]. Ciaze o wyzszej krotnosci charaktery-
zujq si¢ wyzszym odsetkiem powiklan, w tym wyzsza zachoro-
walnoscia i $miertelno$cia matek oraz ptodéw. Powiktania mat-
czyne to przede wszystkim: pordd przedwczesny, przedwczesne
peknigcie pecherza ptodowego, stan przedrzucawkowy, zespot
HELLP oraz krwotok poporodowy [10—-13]. Do powiktan pto-
dowych zalicza si¢ przede wszystkim wczes$niactwo i niska mase
urodzeniowq oraz zgon okotoporodowy w ich wyniku [14, 15].

Aktualnie rozpoznanie rodzaju ciazy wieloptodowej, a tym
samym postgpowanie, oparte jest o okreslenie kosméwkowosci
1 owodniowosci. Czgstos¢ powiktan, przebieg ciazy oraz odlegle
wyniki potoznicze badane byly najczgsciej w oparciu o kosmow-
kowos¢ ciaz [16, 17]. Stwierdzono jednoznaczny, negatywny
wplyw jednokosméwkowosci cigzy wieloptodowej na odlegte
wyniki potoznicze w szczegélnosci niska mas¢ urodzeniowa
i obnizong przezywalno$¢ plodéw [17, 18]. Ultrasonograficzne
wyktadniki kosméwkowosci moga by¢ obecne albo nie dawac
jednoznacznego rozpoznania, szczegdlnie w przypadku plodéw
tej samej plci. Historycznie uzywane metody okreslenie zygo-
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tycznosci w oparciu o badanie grup krwi czy kariotyp ptodéw
sg obarczone btedem. Roznice w ekspresji antygenow na krwin-
kach ptodow moga prowadzi¢ do bteddéw interpretacyjnych [19].
W przypadku watpliwosci zalecane jest badanie zygotycznosci
metodami genetyki molekularnej celem wykluczenia jednoko-
smowkowosci lub potwierdzenia dizygotycznosci [20]. Okre-
$lenie zygotycznosci metodami genetyki molekularnej uznane
zostato za niezbg¢dne w rozpoznaniu wiasciwego rodzaju ciazy
i zwigzanego z nim postgpowania [3]. Okreslenie zygotycznosci
metodami genetyki molekularnej jest niezmiernie rzadko wyko-
rzystywane, mimo, iz jest to najdoktadniejsza metoda diagno-
styczna [21].

Ustalenie czgstosci wystgpowania cigz monozygotycznych
jest istotne z punktu widzenia nauki: biologii, psychologii i epi-
demiologii oraz praktyki klinicznej. Zygotycznos¢ jest istotnym
czynnikiem w diagnostyce prenatalnej i poradnictwie genetycz-
nym. Wiedza odnosnie zygotycznosci jest pomocna w przypad-
ku, kiedy kosmowkowos¢ pozostaje niemozliwa do oceny lub
moze wptyna¢ na postgpowanie kliniczne. Do takich sytuacji mo-
zemy zaliczy¢ inwazyjng diagnostyke prenatalng tj. diagnosty-
ke chordb / zespotdow genetycznych, postgpowanie w przypad-
ku wewnatrzmacicznego obumarcia ptodu lub ptodéw czy przy
redukcji plodow w ciazach o wyzszej krotnosci. W niektérych
osrodkach, przy porodzie blizniat tej samej plci, zygotycznosé
oznaczana jest rutynowo z materialu genetycznego pochodza-
cego z krwi pepowinowej lub fragmentu lozyska. Praktyka ta
znalazta szerokie poparcie wérdd genetykow klinicznych oraz
epidemiologow z uwagi na fakt, ze 8-10% ciaz dwukosmowko-
wych blizniat tej samej plci jest monozygotyczna [22]. Ponadto
okreslenie zygotycznosci jest istotne z punktu widzenia diagno-
styki genetycznej np. chorob dziedziczonych wieloczynnikowo
takich jak niektore nowotwory czy choroby uktadu krazenia.
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Bliznigta, zwlaszcza monozygotyczne majg wigksze ryzyko wy-
stapienia wad strukturalnych zwlaszcza wrodzonych wad serca
[23]. Kolejnym zastosowaniem oceny zygotycznosci jest ocena
zgodnosci tkankowej np. przy transplantacji narzadéw. Wiedza
0 zygotycznosci ma réwniez zastosowanie w opiece postnatal-
nej zaréwno dla rodzicéw jak i pracownikow ochrony zdrowia.
Zygotyczno$¢ ma rdwniez wptyw na poczucie tozsamosci bliz-
nigt [7] [24]. Badanie zygotyczno$ci w ciazy o wyzszej krotno-
$ci w oparciu o zastosowanie analizy polimorficznych markerow
DNA stato si¢ ztotym standardem diagnostycznym [25].

Whioski

Oznaczenie zygotycznosci ciazy wieloptodowej w oparciu
o profilowanie DNA powinno by¢ oferowane rutynowo w przy-
padku stwierdzenia ptodow tej samej plci.
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