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Predimplantacijska genetska diagnostika (PGD) predstavija moznost zgodnje preiskave
zarodka pri parih, kjer obstaja velika verjetnost za genetsko nepravilnost pri potomcih.
Predstavijene so indikacije ter uspesnost PGD postopkov pri parih, pri katerih je bila nare-
Jjena PGD na Ginekoloski kliniki v Ljubljani v obdobju od julija 2004 do decembra 2008.

Retrospektivno smo analizirali 34 parov, pri katerih je bilo narejenih 60 ciklusov PGD.
Pari so bili vkljuceni v postopek oploditve z biomedicinsko pomocjo. Tretji dan je bila na-
rejena biopsija ene ali dveh blastomer, na katerih smo naredili genetsko analizo z metodo
Sluorescentne in situ hibridizacije ali z metodo verizne reakcije s polimerazo. Zarodki, pri
katerih je bil rezultat genetske preiskave blastomer normalen, so bili 5. dan preneseni v
maternico.

Najpogostejsa indikacija so bile kromosomske nepravilnosti (67 %), sledijo ponavijajoce se
neuspele nosecnosti z/brez ugotoviljenimi anevploidnimi zarodki (18 %), avtosomno rece-
sivne in dominantne bolezni (9 %) ter na kromosom X vezane bolezni (6 %). Narejenih je
bilo 60 ciklusouv, prenos zarodka je bil mogoc v 48 ciklusih, pri 15 Zenskah je bila klinicno
potrjena nosecnost, kar predstavlja 25 % delez klinicnih nosecnosti na ciklus in 37,5 %
delez klinicnih nosecnosti na prenos zarodka. Rojenih je bilo osem zdravih enojckov, dve
nosecnosti (od teh ena dvoplodna in obe daljsi od 30 tednov) se potekata.

PGD je tehnicno izjemno zahtevna diagnostika. Uspeh je mogoc le ob sodelovanju in vr-
hunskem delu strokovnjakov genetike in reproduktivne medicine. Na Ginekoloski kliniki
v Ljiubljani je bila PGD uspesno uvedena in predstavlja dodatno moznost diagnostike za
pare, pri katerih obstaja velika verjetnost za genetsko mutacijo pri potomcih.
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Abstract

Background

Preimplantation genetic diagnosis offers early investigation of embryos in couples with a
high risk for offspring affected by a genetic disease. We report indications and results as-
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Methods

Results
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sociated with the PGD program conducted at Gynecology Clinic Liubljana from June 2004
to December 2008.

The retrospective analysis includes sixty cycles performed in 34 couples enrolled in the PGD
programe. Embryos were biopsied on the third day and the genetic analysis was performed
using the FISH and PCR methods. Embryo transfers were carried out on the fifth day.

The main indications were chromosomal abnormalities (67 %), followed by recurrent
miscarriages (16 %), autosomal dominant and recessive diseases (9 %), and X-linked dis-
eases (6 %). Sixty cycles were performed and 48 embryo transfer procedures. There were
15 clinical pregnancies resulting in clinical pregnancy rate 25 % per cycle and 37.5 % per
embryo transfer. A total of eight unaffected children were born, and two pregnancies are
still ongoing.

PGD is technically a very challenging procedure. Superior knowledge and communica-
tion between geneticists and reproductive medicine scientists is mandatory for successful
PGD procedures. PGD has gained a place among the choices offered at Gynecology Clinic

Ljubljana to couples at risk of transmission of genetic disease.

Key words

Uvod

Prvi zacetki predimplantacijske genetske diagno-
stike (PGD) segajo v leto 1990.! Uvedena je bila kot
alternativna preiskava predrojstveni diagnostiki in
namenjena parom, prikaterih obstaja velika verjetnost
za rojstvo otroka z genetsko boleznijo. Populacijske
studije so pokazale, da ima 1-2 % otrok monogen-
sko bolezen, kromosomsko mutacijo pa 0,4-0,6 %
otrok.? Verjetnost za ponovitev genetske bolezni pri
sorojencu je odvisna od nac¢ina dedovanja in je lahko
25-odstotna (pri avtosomno recesivnih boleznih in
na kromosom X vezanih recesivnih boleznih) ali pa
50-odstotna (pri avtosomno dominantnih boleznih).
Tudi strukturne kromosomske preureditve (npr. tran-
slokacije) pri star$ih pogosto vodijo v rojstvo otroka s
prirojenimi nepravilnostmi in razvojnim zaostankom,
povezane pa so lahko tudi s povecano pojavnostjo
spontanih prekinitev nose¢nosti ter z neplodnostjo.
Do uvedbe PGD so imeli pari z ugotovljenim poveca-
nim tveganjem za rojstvo otroka z genetsko boleznijo
pet moznosti: a) sprejeti tveganje, b) odlociti se za
predrojstveno diagnostiko ter prekinitev nosecnosti
v primeru potrjenega genetske bolezni pri plodu, ¢)
odloiti se za darovane spolne celice, ¢) odlociti se za
posvojitev ali d) sprejeti odlocitev, da otrok ne bodo
imeli. Z uvedbo PGD so dobili novo moznost.
Vsredini 90. letje bila uvedena Se metoda predimplan-
tacijskega genetskega presejanja (PGS - preimplantati-
on genetic screening) za ugotavljanje kromosomskih
anevploidij na blastomerah.? Z naras¢anjem materine
starosti narasca verjetnost anevploidnih zarodkov, kiv
vecini primerov vodijo v spontani splav. Najvecjo ko-
rist genetskega presejanja zarodkov bi torej pricakovali
v skupini starejsih Zensk ter Zensk s ponavljajo¢imi
spontanimi splavi ali neuspelo implantacijo zarodka.
Dosedanji rezultati randomizirnih kontrolnih studjj
ucinkovitosti gentskega presejanja zarodkov niso po-
trdili.t

PGD predstavlja najzgodnejso obliko predrojstvene
diagnostike, saj ta potece pred vnosom zarodka v
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maternico. S tem se starsi lahko izognejo prekinitvi
nosecnosti ter s tem povezani psihi¢ni in fizi¢ni travmi.
Postopek PGD zajema stiri faze: a) postopek oploditve
z biomedicinsko pomocjo, b) izolacijo ene ali dveh
blastomer zarodka, ¢) genetsko preiskavo blastomer
z metodo fluorescentne in situ hibridizacije (FISH)
ali metodo verizne reakcije s polimerazo (PCR) ter
¢) prenos zarodka z normalnim rezultatom genetske
preiskave v maternico.

Namen c¢lanka je predstaviti indikacije ter uspesnost
PGD postopkov pri parih, pri katerih je bila narejena
PGD na Ginekoloski kliniki v Ljubljani v obdobju od
julija 2004 do decembra 2008.

Metode dela

V retrospektivno Studijo so bili zajeti pari, pri katerih
je bil v obdobju od julija 2004 do decembra 2008
opravljen postopek PGD na Ginekoloski kliniki v Ljub-
ljani.

Pari so najprej imeli posvet pri klinicnem genetiku,
kjer so bili seznanjeni s postopkom PGD. Sledila je
laboratorijska priprava na diagnostiko. Pri starsih, v
primeru monogenskih boleznih pa tudi pri bolnih
in zdravih otrocih, smo odvzeli krvni vzorec ter pre-
verili moznost izvedbe preiskave z metodo FISH ali
PCR. Pripravo na preiskavo ter preiskavo z metodo
FISH smo izvedli v molekularno-citogenetskem labo-
ratoriju Instituta za medicinsko genetiko Ljubljana,
preiskavo z metodo PCR pa v sodelovanju z labora-
torijem Genoma v Rimu, Italija. V okviru priprave na
postopek oploditve z biomedicinsko pomogjo je imel
par usmerjeni pregled pri ginekologu, andrologu ter
pogovor pri psihologu. Pred vstopom v postopek
je par podpisal informirano privoljenje, kjer smo
ju med drugim seznanili z mozZnostjo napake pri
diagnostiki ter moznostjo, da do prenosa zarodka
sploh ne pride. Vsak postopek je odobril konzilij
za oploditev z biomedicinsko pomocjo (OMBP) in
PGD konzilij.
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Pri parih, kjer je genetska preiskava potekala z meto-
do PCR, so bile jaj¢ne celice oplojene z neposrednim
vnosom semencice v citoplazmo jaj¢ne celice (ICSI),
pri parih, kjer je bila preiskava narejena z metodo FISH,
pa privecini z metodo klasi¢ne zunajtelesne oploditve
(IVF). Izjemo so predstavljali pari, pri katerih je bil
ugotovljen slab spermiogram ali pa so predhodno ze
imeli neuspele postopke z metodo klasi¢ne zunajte-
lesne oploditve.

Preiskava PCR je bila izvedena samo v primeru, ¢e je
bila narejenaizolacija blastomer na dveh ali ve¢ zarod-
kih, medtem ko je bila diagnostika FISH izvedena tudi
v primeru, ko je bila narejena izolacija blastomere le
enega zarodka pri paru. Izolacija blastomere iz zarod-
kaje bila narejena tretji dan postopka v laboratoriju za
oploditev z biomedicinsko pomocjo. Izolirana je bila
ena ali dve blastomeri. Genetska diagnostika je bila
izvedenav dveh dneh. Peti dan sta bila eden ali dva za-
rodka prenesena v maternico, preostali zarodki, ki so
se morfolosko lepo razvili in imeli normalen rezultat
genetske preiskave, so bili zamrznjeni. Vsem parom
je bila ponujena prenatalna diagnostika za potrditev
rezultatov PGD.

Rezultati

V postopek PGD je bilo vklju¢enih 34 parov. Najpo-
gostejsa indikacija so bile kromosomske preureditve
(67 %) (Tab. 1).

Opravljenih je bilo 60 postopkov. Stevilo postopkov
je iz leta vleto narascalo. Leta 2004 sta bila narejena 2

postopka, leta 2008 pa 24. Povprecna starost zenske
je bila 32.6 £ 2.9 let. Pari so imeli od enega do Stiri
postopke. Pridobljenih je bilo 606 oocitov (10.06 + 4.9
oocitov na cikel).

Analizirali smo blastomere 281 zarodkov: 261 (93 %) z
metodo FISH in 20 (7 %) z metodo PCR. Pri indikaciji
strukturnih kromosomskih preureditev je bil norma-
len izvid genetske preiskave ugotovljen le pri 24,5
% (38/155) analiziranih blastomer, neuravnovesena
kromosomska struktura je bila ugotovljena pri 65,8
% (102/155), pri 9,6 % (15/155) pa so bile ugotovljene
druge kromosomske nepravilnosti ali pa interpretacija
rezultatov analize ni bila mogoca.

Biokemi¢na nosec¢nost je bila potrjena pri 17 zenskah,
klini¢na pri 15. Pri petih je prislo do prekinitve no-
secnosti. Dve prekinitvi sta bili v drugem trimesecju
nosec¢nosti po opravljeni amniocentezi. Osem jih je
rodilo zdrave otroke, enojcke. Dve nosecnosti Se po-
tekata; ena je dvoplodna (Tab. 2).

Privseh parih, ki so se ob PGD odloili se za prenatal-
no diagnostiko, je bil izvid preiskave normalen.

Razpravljanje

PGD na Ginekoloski kliniki v Ljubljani predstavlja
uspesno alternativno diagnostiko prenatalni diagno-
stiki pri parih, kjer obstaja velika verjetnost genetske
mutacije pri potomcih. Narasc¢anje Stevila letnih pre-
iskav kaze na interes parov za tovrstno diagnostiko.

Porazdelitev indikacij v nasi skupini pomembno
odstopa od objavljenih podatkov PGD konzorcija

Tab. 1. Indikacije za PGD pri parih v obdobju 2004-2008.
Table 1. Indications for which PGD has been carried out at our unit from 2004-2008.

Avtosomno dominantne bolezni / Autsomal dominant diseases 2(6%)
Miotioni¢na distrofija / Myotonic dystrophy 2
Avtosomno recesivne bolezni / Autosomal recessive diseases 1(3%)

Adrenogenitalni sindrom / Congenital adrenal hyperplasia 1

Na kromosom X vezane bolezni / X-linked diseases

2(6%)
Alport sindrom / Alport syndrome 1
Hemofilija A / Haemophilia A 1

Kromosomske nepravilnosti / Chromosomal abnormalities
Recipro¢ne translokacije / Reciprocal translocations

Robertsonove translokacije / Robertsonian translocations

Anevploidije spolnih kromosomov / Sex chromosome aneuploidy

23 (67 %)
14

40,XY,t(7;13)(q31.2;,q33)

40,XX1(3;9)(p25;q22)

46,XY,1(1;10)(p36.1;26.3)
46,XX,t(10;11)(p13;q13.5)

40,XX,t(3;15)(q26.2;p11.2)

46,XY,1(7;11)(q32;q23)
46,XX,t(10;14)(q23;q31)

40,XX1(3;5)(q 13.3;p15.3)

46,XX,1(13;21)(q12.2;q22.2)
46,XX,t(11;22)(q25;q13)

46,XX,1(1;8)(p36.2;p23.2)

46,XX,1(2;5)(p13;p15.1)
40,XX,t(2;13)(p12;q33)

mos 47,XXY/46,XY,1(12;22)(q12;q13.3)

45XY,der(13;14)(q10;q10)

45,XX,der(13;14)(q10;q10)
7

PGS

6(18%)
Ponavljajoce se spontane prekinitve nose¢nosti z

ugotovljenimi Stevil¢nimi kromosomskimi nepravilnostmi / 4

Recurrent miscarriages with numerical chromosome
abnormalities
Ponavljajoci neuspeli postopki OBMP / Repeated IVF failure 2

Skupaj / Total

34 (100 %)

OBMP = oploditev z biomedicinsko pomod¢jo / IVF = in vitro fertilisation
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Tab. 2. Analiza parov, pri katerih je bila narejena PGD; Stevilo ciklusov, prenosov zarodkouv, nosecnosti, splavov
ter rojenih otrok.

Table 2. Analysis of PGD cycles, number of cycles, transferred embryos, pregnancies, miscarriages and born

children.
& & & Delez klini¢-  Delez klinic¢- Delez Delez rojstev
Stev. Stev. Stev. . . . . . N

) . . ) nih nose¢-  nih nose¢no-  rojstev na prenos . .

Diagnosti¢na preiskava pgo  ciklusov prenosov nostina  stinaprenos na ciklus zarodka Splavi  Otroci
zoociti - zarodka iy (%) zarodka (%) (%) %)
Ongoing Ongoing Delivery Delivery

. S oAt No. of Cycles No. pregnancy pregnancy rate rate Miscar- )

Diagnostic investigation couples  to OR of ET rate per rate per per cycle per ET riages Children
cycle (%) ET (%) (%) (%)

FISH
Kromosomske translokacije - - - "
Chromosomal Translocations 16 el 20 335 45,0 (18,5) 25 4 33
Anevplondqe spolnih kromosornOV' 5 1 10 181 20,0 9.0 10.0 1 1
Sex chromosome aneuploidy
Na kromosom X vezane bolezni
X-linked diseases 2 8 8 375 37,5 37,5 37,5 - 3
PGS 6 7 6 14,2 16,7 14,2 16,7 - 1
Skupaj (FISH) .
Total (FISH) 31 53 44 28,3 34,0 (18,8 (22,7) 5 8(3)
PCR
Avtosomno dominantne
in recesivne bolezni 3 5 4 B B ~ B ~ B
Autosomal dominant and
recessive diseases
Skupaj (FISH in PCR) P o B
Total (FISH and PCR) 36 60 48 25,0 31,2 (16,6) (20,8) 5 8(3)

s

Dve nosecnosti (ena dvoplodna) Se potekata (trajanje 33/37 tednov)

Two ongoing pregnancies (33/37 weeks)

Podatki so v oklepaju, ker je pri izrac¢unu upostevan ugoden izid nosec¢nosti, ki $e potekata
Rates considering a successful outcome of the two ongoing pregnancies

P

OR = oocyte retrieval
ET =embryo transfer

ESHRE? Pri slednjih je bil delez PGD postopkov za mo-
nogenske bolezni (15,6 %) primerljiv z delezem PGD
postopkov za kromosomske nepravilnosti (13,8 %). V
nasiskupinije bilo najve¢ PGD postopkov narejenih v
skupini z indikacijo kromosomske nepravilnosti (63
%, 38/60), medtem ko je bil deleZ postopkov PGD za
monogenske bolezni z metodo PCR majhen (11,6 %,
7/60). Vzrok, da so se pari s kromosomsko indikacijo
pogosteje odlocali za postopke PGD, je lahko dejstvo,
daje pristevilnih prisotna zmanj$ana plodnostin s tem
posledi¢no potreba po postopku oploditve z biomedi-
cinsko pomocjo. Pogoste so tudi predhodne spontane
ali medicinske prekinitve nose¢nosti. Dodaten razlog
je lahko boljsa dostopnost preiskave FISH. Slednje je
botrovalo tudi odlocitvi za selekcijo spola z metodo
FISH pri parih z na kromosom X vezanim obolenjem.
Za to metodo sta se odlocila oba para kljub dejstvu,
da je pri selekciji spola pricakovani delez primernih
zarodkov za prenos manjsi (50 %) kot pri preiskavi
PCR (75 %).

Stevilo postopkov PGS je v tujini v zadnjih letih zelo
hitro narascalo; v letih 1997-1998 je bilo v porocilu
ESHRE objavljeno 116 postopkov, za leto 2006 pa 3900
(60,5 %).5 Glede na rezultate randomizirnih kontrolnih
studij, ki niso potrdili uc¢inkovitosti genetskega prese-
janja zarodkov, pri nekaterih pa je bil ugotovljen celo
skodljiv ucinek preiskave, je pricakovati, da bo stevilo
postopkov PGS upadlo.® Po mnenju ACOG (The Ameri-
can College of Obstetricians and Gynecologists) naj bi

v skupini parov s ponavljajo¢imi se spontanimi splavi
z nepojasnjenim vzrokom ali neuspelo implantacijo
zarodka postopke PGS izvajali samo Se v okviru studij
z informiranim privoljenjem.” V nasi skupini so po-
stopki PGS predstavljali 11,7 % deleZ vseh postopkov.
Nikoli ni bila indikacija le starost matere; najpogostejsa
indikacija so bile ponavljajoce se spontane prekinitve
nosecnosti z ugotovljenimi anevploidnimi zarodki.
Delez nosec¢nosti po postopkih PGD v skupini nasih
parov je primerljiv s podatki PGD konzorcija ESHRE.?
V nasi skupini je bil pri 60 ciklusih in 48 prenosih
zarodka delez klini¢nih nose¢nosti na ciklus 25 % ter
delez klini¢nih nosec¢nosti na prenos zarodka 37,5 %.
Po podatkih PGD konzorcija ESHRE je bilo v obdobju
1997-2005 pri 15885 ciklusih in 11486 prenosih zarod-
kov delez klini¢nih nosec¢nosti na ciklus 18 % ter delez
klini¢nih nosec¢nosti na prenos zarodka 25 %, v letu
2006 pa pri 5858 ciklusih in 4216 prenosih zarodkov
delez klini¢nih nosecnosti na ciklus 21 % ter delez
klini¢nih nosec¢nosti na prenos zarodka 29 %.>

Delez prekinitev nosecnosti je bil v nasi skupini rela-
tivno visok (33,3 %, 5/15) (v porocilu ESHRE 14 %).’
Dve od petih prekinitev nose¢nosti sta bili v drugem
trimesecju po opravljeni amniocentezi. Izvida kromo-
somske analize sta bila normalna.

Parom po PGD se ponudi moZnost prenatalne diag-
nostike. V literaturi so opisani primeri napak pri PGD.®
Toc¢na ocena verjetnosti napake ni znana, saj se napaka
v vecini primerov prepozna le po rojstvu otroka z ge-
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netsko mutacijo, ne pa v primerih, ko do nose¢nosti
ne pride oziroma se nosecnost zakljuci z zgodnjim
splavom. Najverjetneje tudi vsi laboratoriji ne javljajo
napak. Po podatkih PGD konzorcija je bil delez javlje-
nih napak 0,1 % pri metodi FISH in 0,5 % pri metodi
PCR.® Vzroki so razli¢ni: zamenjava zarodka zaradi
nepravilne oznake izoliranih celic, prenos napac¢ne-
ga zarodka, kontaminacija izolirne celice z materino
ali ocetovo DNA, izguba alela, nepravilna uporaba
sond ali oligonukleotidnih zacetnikov, slaba hibridi-
zacija ali pomnozevanje in kromosomski mozaicizem.
Slednji pravzaprav ne predstavlja napake, pac pa je
nepravilno sklepanje o »normalnem/nenormalneme
zarodku po analizi ene ali dveh blastomer posledica
omejitve metode FISH. Mozaicizem je namre¢ pogosto
prisoten v zgodnjih fazah embrionalnega razvoja.® V
predimplantacijskem obdobju predstavlja najpogo-
stejso obliko diploidni-anevploidni mozaicizem.!> !!
Normalen genetski izvid izolirane blastomere zato
ne pomeni nujno tudi normalnega genetskega izvida
preostalih blastomer zarodka in obratno. Nepravilno
sklepanje na genetski status zarodka po pregledu ene
blastomere se verjetno najpogosteje pojavlja predv-
sem v postopkih PGS in je eden od moznih vzrokov
za ugotovljeno neucinkovitost postopka PGS. Pri no-
benem od nasih primerov nismo ugotovili napake pri
diagnostiki.

PGD sproza tudi Stevilna eti¢na vprasanja. Najpogo-
steje so vezana na indikacije za postopek. O utemel-
jenosti indikacije je v vseh primerih odlocal konzilij
PGD. Zavrnil je vlogo para, ki je zelel selekcijo spola
brez potrjenega medicinskega razloga. Zavrnjena je
bila tudi vloga para, v katerem je imel eden od starSev
50-odstotno verjetnost, da v odraslem obdobju zboli
za genetsko boleznijo, ni pa zelel vedeti svojega genet-
skega statusa. Pri odlocitvi za prenatalno diagnostiko
biv primeru, da bi bil genetski izvid otroka normalen,
ostal genetski status enega od starsev nerazkrit, v pri-
meru ugotovljene mutacije pa bi's tem bila posredno
razkrita tudi mutacija pri enem od starsev. Temu bise s
postopkom PGD lahko izognili. V podobnih primerih
se Stevilni laboratoriji odloc¢ajo za PGD.!* 1

Zakljucki

PGD je tehni¢no izjemno zahtevna diagnostika. Uspeh
je mogoc le ob sodelovanju in vrhunskem delu stro-
kovnjakov genetike in reproduktivhe medicine. Na

Ginekoloski kliniki v Ljubljani je bila PGD uspesno
uvedena in predstavlja dodatno moznost diagnostike
za pare, pri katerih obstaja velika verjetnost za genet-
sko mutacijo pri potomcih.
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