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REZIME

 	Mikrodelecija hromozoma 15 u regionu q11-q13 prouzrokuje genetički poremećaj pod nazivom Angelmanov sindrom. Pacijenti sa ovim sindromom imaju simptome teške mentalne retardacije, probleme u ishrani, zaostajanje u razvoju, kao i česte napade smeha. Precizna dijagnoza ovog oboljenja postavlja se na osnovu kliničke slike i savremenih metoda molekularne genetike. Cilj ovog rada bio je da se citogenetičkim ispitivanjem, primenom metode fluoroscentne in situ hibridizacije (FISH), izvrši analiza prisustva mikrodelecije u regionu 15q11-q13. Primenom ove metode kod pacijenta sa kliničkom slikom Angelmanovog sindroma nije detektovana delecija regiona 15q11-q13.
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SUMMARY

Microdeletion 15q11-q13 causes a genetic disorder Angelman syndrome. Patients with this disorder have symptoms such as severe mental retardation, problems with feeding and happy and excitable personalities. 
The purpose of this investigation was to analyze the presence of microdeletion in the region 15q11-q13 in an individual suspected of suffering from Angelman syndrome.
By fluorescent in situ hybridization (FISH) method, on peripheral blood sample of the patient suspected of suffering from Angelman syndrome, we did not detected 15q11-q13 deletion. 
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UVOD

    Anglemanov sindrom je genetički poremećaj koji se karakteriše teškom mentalnom retardacijom, problemima u ishrani, čestim napadima smeha, nerazvijenom moći govora, mikrocefalijom, makrostomijom, ataksijom i epileptičnim napadima sa specifičnim EEG abnormalnostima. Simptomi Angelmanovog sindroma se uglavnom ispoljavaju u prvoj godini života. Ovaj sindrom je prvi opisao Dr Hari Angelman, 1965. godine, a njegova učestalost u populaciji iznosi između 1/10 000 i 1/20 000 [1, 3]. Za nastanak Angelmanovog sindroma odgovoran je gen UBE3A koji kodira E3 ubikvitin-protein ligazu. Ovaj gen je karakterističan po tome što se u svim tkivima ispoljavaju oba alela, dok se u mozgu ispoljava samo alel poreklom od majke. E3 ubikvitin-protein ligaza učestvuje u procesu koji se naziva ubikvitinacija, koja omogućava pravilnu degradaciju nepotrebnih proteina u ćeliji [4, 5]. Proteini se usled odsustva E3 ubikvitin-protein ligaze nagomilavaju u nervnim ćelijama. Nagomilavanje proteina onemogućava pravilno funkcionisanje nervnih ćelija, zbog čega nastaju neurološki poremećaji karakteristični za kliničku sliku Angelmanovog sindroma. Promene u sintezi E3 ubikvitin-protein ligaze mogu nastati kao posledica: 
1. Mikrodelecije regiona 15q11-q13
2. Uniparentalne dizomije
3. Mutacije centra za imprintovanje gena
U 70% slučajeva promene u sintezi E3 ubikvitin-protein ligaze nastaju kao posledica mikrodelecie regiona 15q11-q13. Postojanje ove mikrodelecije može se detektovati pomoću fluoroscentne in situ hibridizacije (FISH). FISH metoda je prvi put upotrebljena 1976. godine, a princip metode zasnovan je na visoko specifičnom prepoznavanju fluorescentno obeleženih DNK proba i komplementarne DNK sekvence na hromozomima. 
Cilj ovog rada bio je da se primenom FISH metode  izvrši analiza prisustva mikrodelecije u regionu 15q11-q13 kod pacijenta sa kliničkom slikom Angelmanovog sindroma.

Lista simbola: EEG (Elektroencefalografija), DNK (Dezoksiribonukleiska kiselina)


MATERIJAL I METOD RADA

Materijal
- Citogenetički preparat limfocita periferne krvi pacijenta, 
- Fluorescentno obeležena proba 15q11-q13 LSID15S10 SpectrumOrange, kao i kontrolne fluorescentno obeležene probe-15q22-q24 LSIPML SpectrumGreen i 15p11.2 CEP15(D15Z1) SpectrumAqua.




Metod rada
1.Denaturacija preparata
Citogenetički preparat je pregledan pod fazno-kontrastnim mikroskopom radi utvrđivanja broja mitoza i određivanja radnog polja. Deo pločice sa najvećim brojem mitoza, veličine pokrovne ljuspice, obeležen je dijamantskom iglom. Pločica je prvo uronjena u pretretman rastvor (2xSSC/0,5% NP-40, pH 7.0) prethodno zagrejan na 37° C u vodenom kupatilu, u trajanju od 30 minuta. Zatim je pločica dehidratisana u seriji etanola ohlađenih na -20°C, rastuće koncentracije (70%, 80%, 100%) u trajanju od po 2 minuta. Pločica je ostavljena da se osuši na sobnoj temperaturi, a zatim uronjena u denaturacioni rastvor (70% formamid /2xSSC, pH 7.0-8.0) prethodno zagrejan na 73±2°, u trajanju od 5 minuta.  Nakon toga je pločica ponovo dehidratisana u seriji hladnih etanola rastuće koncentracije (70%, 85%, 100%), u trajanju od po 1 minut. Nakon ovoga je pločica ostavljena da se osuši na sobnoj temperaturi.

2. Denaturacija probe
	U epruvetu na sobnoj temperaturi je dodato  7µl LSI/WCP hibridizacionog pufera, 1µl probe i 2µl ddH2O, a zatim je proba stavljena u vodeno kupatilo zagrejano na 73±2°C, 5 minuta, kako bi se denaturisala, nakon čega je stavljena na led.

3. Hibridizacija
	Na pokrovnu ljuspicu nakapana je prethodno pripremljena proba, a zatim je ljuspica prekrivena pločicom u nivou obeleženog radnog polja. Krajevi pokrovne ljuspice zatopljeni su gumom.  Preparat je inkubiran u vlažnoj komorici na 37°C u trajanju od 16h. 

4. Pranje 
	Nakon hibridizacije preparat je podvrgnut seriji ispiranja kako bi se uklonile nespecifično vezane probe. Sa pločice je odstranjena guma, a zatim je pločica potopljena u kivetu sa rastvorom  za pranje (0,4xSSC/0.3% NP-40) na sobnoj temperaturi, nakon čega je odstranjena pokrovna ljuspica. Pločica je zatim prebačena u rastvor za pranje koji je prethodno zagrejan na 73±2°C u  trajanju od 2 minuta. Nakon toga pločica je uronjena u rastvor 0.2xSSC/0.1% NP-40 30 sekundi, nakon čega je osušena na sobnoj temperaturi. Na pokrovnu ljuspicu nakapana je “Mount” smeša koja se sastoji od 25µl Vectashield pufera i 0.8 µl DAPI (4’6 diamidino fenilindol) boje, prekrivena je pločicom u nivou obeleženog radnog polja, a ivice pokrovne ljuspice zatvorene su lakom za nokte. Do posmatranja pod mikroskopom, pločica je čuvana na -20°C. 

5. Detekcija signala
Preparat je posmatran na fluorescentnom mikroskopu OLYMPUS BX51, a rezultati su obrađeni pomoću kompjuterskog softvera Cytovision 3.1. Ekscitirana UV svetlošću, 15q11-q13 LSI D15S10 SpectrumOrange proba emituje svetlost talasne dužine koja se detektuje pomoću filtera Cy3 (555nm) i koja se na plavo obojenim hromozomima obojenim DAPI bojom, vidi kao crveni signal. 15q22-q24 LSIPML SpectrumGreen kontrolna proba emituje svetlost talasne dužine koja se detektuje primenom filtera FITC (490nm) koja se vidi kao zeleni signal. 15p11.2 CEP15 (D15Z1) SpectrumAqua kontrolna proba emituje svetlost talasne dužine koja se detektuje primenom filtera AQUA (405nm) koja se vidi kao plavi signal.

Rastvori korišćeni u radu:
1. 20xSSC (osnovni rastvor)- pripreman mešanjem NaCl i Na citrate (pH 5.3).  
2. 2xSSC - 100ml 20xSSC (pH5.3) je pomešano sa 850 ml bidestilovane H2O, 
3. 2xSSC/0,5% NP-40, pH 7.0 - 15 ml 20xSSC je pomešano sa 135 ml dd H2O i dodato je 750µl NP-40
4. 70% formamid /2xSSC, pH 7.0-8.0 -pripremljeno od 49 ml 96% formamida, 7ml 20xSSC i 14 ml bidestilovane H2O
5. 0,4xSSC/0.3% NP-40 – pomešano je 20 ml 20xSSC sa 950 ml dd H2O i dodato 3 ml NP-40, pH je sa NaOH podešen na pH 7.0-7.5, a zatim je dodata bidestilovana voda do finalne zapremine.
6. 2xSSC/0,1% NP-40 je pravljen od osnovnog rastvora, 100 ml 20xSSC je pomešano sa 850 ml bidestilovane H2O. Dodat je 1 ml NP-40. pH je sa NaOH podešena na pH 7.0, a zatim je dodata bidestilovana voda do potrebne zapremine.

REZULTATI

Na slici 1 je prikazan rezultat dobijen primenom FISH metode na citogenetičkom preparatu. Analizirano je ukupno 35 mitoza pri čemu je pokazano da se na oba hromozoma 15 uočavaju dva zelena signala (kontrolni signali za region 15q22-q24), dva plava signala (kontrolni signali za region 15p11.2) i dva crvena signala specifična za region 15q11-q13. Na osnovu pregledanih mitoza može se zaključiti da pacijent nema deleciju u region 15q11-q13.
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Slika 1 : Rezultat hibridizacije UBE3A i kontrolnih proba  sa hromozomima pacijenta prikazan na 2 mitoze
DISKUSIJA

Rezultati dobijeni primenom FISH metode na preparatima limfocita periferne krvi pacijenta za kog se sumnja da je oboleo od Angelmanovog sindroma pokazali su da ne postoji mikrodelecija u regionu 15q11-q13. Na svim analiziranim mitozama uočena su dva kontrolna zelena, dva kontrolna plava i dva crvena signala koji detektuju region 15q11-q13, što znači da ni na jednom od homologih hromozoma 15 nije prisutna mikrodelecija.
Na ovaj način je utvrđeno da pacijent ne poseduje mikrodeleciju u regionu 15q11-q13. Međutim, dobijeni rezultat ne isključuje mogućnost da je pacijent oboleo od ovog sindroma. Kako bi se precizno postavila dijagnoza neophodno je uraditi dodatne analize koje bi ispitale postojanje oboljenja nastalog drugim genetičkim mehanizmima. Te metode podrazumevaju analizu DNK metilacije UBE3A gena kao i test DNK polimorfizma kojim se detektuje uniparentalna dizomija [6]. 
Prednost korišćenja FISH metode u dijagnozi Angelmanovog sindroma sastoji se u tome što se ovom metodom može potvrditi najčešći uzrok ovog oboljenja.  Pored toga, za analizu je neophodan citogenetički preparat koji se pravi iz periferne krvi, a rezultat analize može se dobiti za kratko vreme. Primena FISH metode u detekciji ovog mikrodelecionog sindroma je od velikog značaja u prenatalnoj dijagnostici, jer se klasičnom citogenetičkom analizom ne može utvrditi postojanje mikrodelecija.


ZAKLJUČAK

Na osnovu analize može se zaključiti da na citogenetičkom preparatu limfocita periferne krvi pacijenta nema delecije regiona 15q11 koja se može detektovati primenom probe UBE3A (15q11-q13). Kako bi se precizno postavila dijagnoza Angelmanovog sindroma nephodno je uraditi dodatne analize.


Ovim putem bih želela da se zahvalim dr Jeleni Popović i dr Mariji Mojsin, na neizmernoj pomoći i velikom strpljenju. 
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