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Streszczenie

Nieptodnos$¢ stanowi istotny problem spoteczny i medyczny, ktory doty-
czy co piatej pary starajacej sie o potomstwo. Chociaz zaptodnienie poza-
ustrojowe (in vitro fertilization, IVF) jest jedna z najskuteczniejszych me-
tod leczenia nieptodnosci, to nadal trwajg intensywne badania nad jego
optymalizacja na kilku ptaszczyznach.

Czynniki genetyczne nalezg do najczestszych przyczyn niepowodzen
cigzy. Dlatego w przypadku nawracajgcych poronien, przy zaawansowa-
nym wieku matki oraz dla par, ktére sg szczegdlnie obcigzone wysokim
ryzykiem przeniesienia choréb uwarunkowanych genetycznie na swoje
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potomstwo, rekomenduje sie wzbogacenie IVF o badania preimplanta-
cyjne (preimplantation genetic testing, PGT).

W PGT do badan wykorzystywane sg najczesciej komoérki zarodkowe
(blastomery lub komérki trofoektodermy) pobrane w fazie przedimplan-
tacyjnego rozwoju zarodka w warunkach in vitro i/lub ciatka kierunkowe
pobrane z komorki jajowej przed zaptodnieniem lub po zaptodnieniu,
sporadycznie takze plemniki. Metoda ta obejmuje _genetyczna-.analize
pozyskanego materiatu, a gtéwnym jej celem jest identyfikacja zarodkow
lub gamet, ktére sg wolne od réznego rodzaju zmian genetycznych. Na
sukces PGT sktadajg sie dwa gtéwne elementy takie jak pozyskanie od-
powiedniej jakosci materiatu biologicznego oraz wybér najbardziej ade-
kwatnej i rzetelnej metody analizy genetycznej.

W niniejszej pracy oméwiono aspekt kliniczny i embriologiczny PGT.
Przedstawiono cele, zatozenia i wskazania do poszczegdlnych typow
badan genetycznych wyrdéznianych w PGT. Opisano wszystkie aktualnie
dostepne metody pozyskiwania materiatu biologicznego do tego typu
badan. Scharakteryzowano wady i zalety biopsji poszczegdlnej frakcji
komorkowej w réznych stadiach rozwojowych zarodka i opisano obecnie
preferowane podejscie przy wyborze materiatu biologicznego do PGT
oraz nowe kierunki rozwoju dla_jego pozyskiwania i zmniejszenia inge-
rencji w strukture zarodka.

Stowa kluczowe
diagnostyka preimplantacyjna, nieptodnos$¢, zaptodnienie pozaustrojo-
we, mozaicyzm zarodkowy

Abstract
Infertility is a major-social and medical problem affecting one in five couples
trying to conceive. Although in vitro fertilization (IVF) is one of the most ef-
fective methods in'infertility treatment, it still requires further optimization at
several levels.

Genetic factors are among the most common causes of pregnancy failure.
In case of recurrent pregnancy loss, at the advanced maternal age and for co-
uples at highrisk of transmitting a genetic disease to their offspring, it is re-
commended to enrich IVF with preimplantation genetic testing (PGT).

PGT uses polar bodies collected from oocytes before or dfter fertilization,
single-sperms and/or embryo cells (blastomeres or trophectoderm cells) col-
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lected during the preimplantation phase of the embryo development under
in vitro conditions. PGT involves genetic analysis of the collected material to
identify embryos or gametes that are free from any pathogenic genetic chan-
ges. The success of PGT depends on obtaining the right quantity-and quality of
biological material from oocyte or embryo and selecting the most appropriate
and reliable method of genetic analysis.

Here we discuss the embryological and clinical aspects-of PGT. We descri-
be aims and indications for particular subtypes of PGT.\We present all curren-
tly available biopsy techniques and discuss advantages and disadvantages of
biopsy of particular cell fractions at different stages of embryo development.
We also analyze the influence of biopsy on embryo development and descri-
be currently preferred approach for the selection of the-biological material for
PGT. We also show new direction of the development of the non-invasive me-
thods reducing interference into the embryo structure.

Key words
preimplantation diagnosis, infertility, fertilization in vitro, mosaicism

Wykaz skrotéw

aCGH - poréwnawcza hybrydyzaeja genomowa do mikromacierzy (array
comparative genomic hybridization),

ADO - zjawisko wypadania alleli (allele drop-out),

ART - techniki wspomaganego rozrodu (assisted reproductive technologies),

FISH - fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (fluorescent in situ hybridization),
ICM - wezet zarodkowy (inner.cell mass),

IVF - zaptodnienie pozaustrojowe (in vitro fertilization),

NICS - nieinwazyjny/screening chromosomow (noninvasive chromosome
screening),

PA - preferencyjna amplifikacja (preferential amplification),

PBs - ciatka kierunkowe (polar bodies),

PB1 - ciatko kierunkowe | rzedu (first polar body),

PB2 - ciatko kierunkowe Il rzedu (second polar body),

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (polymerase chain reaction),

PGD - preimplantacyjna diagnostyka genetyczna (preimplantation genetic
diagnosis),

PGS - preimplantacyjne genetyczne badania przesiewowe (preimplanta-
tion'genetic screening),
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PGT - preimplantacyjne badania genetyczne (preimplantation genetic testing),
PGT-A - preimplantacyjne badanie genetyczne dla aneuploidii (preim-
plantation genetic testing for aneuploidies),

PGT-M - preimplantacyjne badanie genetyczne dla choréb-monogeno-
wych (preimplantation genetic testing for monogenic diseases),

PGT-SR - preimplantacyjne badanie genetyczne dla rearanzacji struktu-
ralnych (preimplantation genetic testing for structural rearrangements),

TE - trofoektoderma (trophectoderm),

WGA - reakcja amplifikacji catego genomu (whole genome amplification).

1. Wprowadzenie

Nieptodno$¢ definiowana jest jako niezdolnos¢-do osiagniecia cigzy
w czasie 1 roku regularnego wspoétzycia w celach prokreacyjnych. Sta-
nowi ona istotny problem ogdlnospoteczny, demograficzny, a takze jest
niekiedy przyczyna rozpadu zwigzkéw. Wedtug Ministerstwa Zdrowia
(Program - Leczenie Nieptodnosci Metoda Zaptodnienia Pozaustrojowe-
go na lata 2013-2016) nieptodnos$¢ dotyczy okoto 15% spoteczenstwa
polskiego w wieku prokreacyjnym, co stanowi okoto 1,5 mlIn par.

Klinicznie nieptodnos¢ jest wysoce heterogeniczng jednostka cho-
robowa o ztozonej etiologii, ktéra obejmuje czynniki Srodowiskowe
i genetyczne. Nieptodnos¢ dotyka w takim samym stopniu kobiety, jak
i mezczyzn. Do gtéwnych przyczyn nieptodnosci u kobiet nalezg m.in. za-
burzenia owulacji, endometrioza, niedroznos¢ lub uposledzona funkcja
jajowodow, nieprawidtowosci w budowie anatomicznej, czynniki psy-
chogenne i jatrogenne, w tym. terapia choréb nowotworowych, a takze
coraz pézniejszy wiek, w ktérym kobiety decydujg sie na macierzynstwo.
U mezczyzn zalgtdwng przyczyne nieptodnosci uznaje sie stabg jakos$¢
nasienia, ktéra moze by¢ skutkiem uszkodzenia jader lub nasieniowodoéw
spowodowanego réznymi czynnikami, np. przebytymi chorobami zakaz-
nymi. Zdarza sie,ze za pomoca rutynowych badan nie mozna ustalié¢ przy-
czyny nieptodnosci i takg nieptodnos¢ okresla sie mianem nieokreslonej
albo idiopatyczne;j.

Jezeli mozliwe postepowanie wyczekujace lub wdrozona terapia nie-
ptodnosci nie przynosza oczekiwanego skutku w postaci samoistne;j cia-
2y, czesto jedynym sposobem na posiadanie wtasnego potomstwa jest
skorzystanie z technik wspomaganego rozrodu (assisted reproductive
technologies, ART). Do gtéwnych metod ART zalicza sie inseminacje we-
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wnatrzmaciczng, zaptodnienie in vitro (in vitro fertilization, IVF), jego od-
miane - docytoplazmatyczng mikroiniekcje plemnika do komérki jajowej
(intracytoplasmic sperm injecton, ICSI) i przeniesienie (transfer) zarodkow,
do macicy.

Chociaz IVF jest jedng z najskuteczniejszych metod leczenia nieptod-
nosci, to nie jest metodg w 100% skuteczng, ktéra zawsze-prowadzi do
cigzy i urodzenia zdrowego potomstwa. Rézne zrédta-szacuja, iz powo-
dzenie procedury IVF w zaleznosci od przyczyny nieptodnosci, a takze
wieku kobiety wynosi od 20% do 50%. Wskaznik cigz definiuje sie jako
taczna liczbe cigz, w tym zywych urodzen i poronien wystepujacych w da-
nej grupie kobiet (kobiet w wybranym wieku, dla okreslonego obszaru
geograficznego) i w okreslonym przedziale czasu..W procedurze IVF
wskaznik cigz na jedng pobrang komorke jajowg szacuje sie na ok. 5% [1].
W zwiazku z tym panuje ogdlna zgoda co do tego,Ze wciaz istnieje po-
trzeba poprawy skutecznosci metod obecnie stosowanych w ART.

2. Genetyczne przyczyny nieptodnosci

Szacuje sie, ze ponad 50% przypadkéw.nieptodnosci ma podtoze gene-
tyczne. Okoto 50% samoistnych poronien, ktére dotyczg 10-15% wszyst-
kich ciaz, jest zwigzanych z wystepowaniem nieprawidtowosci genetycz-
nych u zarodka [2]. Liczne badania oparte na metodach pozwalajacych na
analize catego genomu komodrek rozrodczych oraz komérek pobranych
z zarodkéw wskazuja, ze ' przewazajacg wiekszos¢ tych nieprawidtowosci
stanowia aneuploidie (>96%). Aneuploidalne zarodki zazwyczaj nie im-
plantuja w macicy lub obumierajg i ulegajg poronieniu we wczesnym eta-
pie cigzy. Analizujac wyniki opublikowanych dotychczas badan, nie moz-
na jednoznaczne okresli¢\odsetka zarodkéw dotknietych aneuploidami
badz innymi nieprawidtowos$ciami chromosomowymi u cztowieka. Ma na
to wptyw wiele czynnikéw, takich jak rodzaj zastosowanej metody detek-
cji zaburzen genetycznych, réznice w stymulacji hormonalnej stosowanej
w procedurze IVF, a co za tym idzie - rézne liczby dojrzatych oocytéw
pobranych od pacjentek stanowigcych badang grupe czy tez stadium roz-
woju zarodka, z ktorego pobierany jest materiat do badan [3].

Do tej pory wielokrotnie potwierdzono wystepowanie istotnej kore-
lacji miedzy wzrostem liczby aneuploidalnych zarodkéw a wiekiem mat-
ki. W badaniach przeprowadzonych przez Demko i wsp., obejmujgcych
analize-catego genomu komoérek pobranych z duzej grupy 37 711 zarod-
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kéw, udziat aneuploidalnych zarodkéw w przedziale wiekowym kobiet
do 27 lat oszacowano na ok. 30-40%, w przedziale wiekowym 27-35 lat
utrzymywat sie on na réwnym poziomie ok. 40%, nastepnie gwattownie
rést do poziomu 90% aneuploidalnych zarodkéw dla kobiet-w wieku.45
lat [4].

Standardowym postepowaniem w procedurze IVF jest morfologiczna
klasyfikacja zarodkéw i nadawanie pierwszenstwa do-transferu zarod-
kom o prawidtowej strukturze i o prawidtowym przebiegu rozwoju. Co
istotne, wedtug badan C. Marqueza i wsp. przeprowadzonych w grupie
1255 zarodkéw stwierdzono, ze aneuploidie wystepuja czesto w zarod-
kach prawidtowo wygladajacych pod wzgledem morfologicznym. Nato-
miast zarodki obcigzone poliploidig lub mozaikowatosciag mogg czesciej
wykazywaé cechy dysmorficzne, opézniony rozwdj lub obumieraé¢ we
wczesnym etapie embriogenezy w stosunku do zarodkéw aneuploidal-
nych. Nie zauwazono zwigzku miedzy wiekiem matki a poliplodalnoscia
i mozaikowatoscig zarodkow [5,6]..Wynika z tego, ze wiele zarodkow
podawanych do transferu na podstawie oceny morfologicznej to zarodki
aneuploidalne. Aneuploidie sg zatem uznawane za najczestszg przyczyne
niepowodzen implantacji w procedurze IVF [7].

Kolejnym istotnym czynnikiem odpowiadajagcym za niepowodze-
nia cigzy u nieptodnych par s rearanzacje strukturalne chromosoméw.
Translokacje wzajemne zréwnowazone oraz robertsonowskie u jednego
z partneréw identyfikuje'sie u‘okoto 4-5% par z niepowodzeniami cigzy,
inwersje zas spotyka sie u\okoto 1% par. Nosicielstwo rearanzacji zrow-
nowazonej spotyka sie u par z.poronieniami nawracajacymi dziesiec razy
czesciej niz w populacji ogdlnej [8]. Pacjenci ze strukturalnymi rearan-
zacjami chromosomoéw napotykajg wiele problemoéw reprodukcyjnych,
w tym niski odsetekicigz, czeste samoistne poronienia i zwiekszone ryzy-
ko posiadania potomstwa o niezréwnowazonym, genetycznie nieprawi-
dtowym genomie. Wynika to z wysokiej czestosci wystepowania gamet
0 niezrownowazonym genomie u tych oséb. Najczestsza nieprawidtowo-
Scig strukturalng chromosomow sg translokacje wzajemne, obserwowa-
ne u okoto 0,16% populacji ogblnej. Szacuje sie, ze okoto 70% zarodkéw
powstatych U par, w ktérych jedno z rodzicéw jest obcigzone wzajemna
translokacja, jest nieprawidtowych [9].

W celu zwiekszenia wskaznikéw implantacji zalecane jest, aby pa-
cjenci-znieprawidtowosciami w genomie uzupetniali IVF o badania pre-
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implantacyjne (preimplantation genetic testing, PGT) do oceny materiatu
genetycznego komoérek jajowych przed ich zaptodnieniem lub zarodkow
przed ich transferem do macicy.

3. Diagnostyka preimplantacyjna (PGT)

Podstawowg strategia towarzyszaca procedurze IVF jest zastosowanie
odpowiednich metod PGT do analizy materiatu genetycznego zarod-
kéw i/lub komérek rozrodczych w celu zwiekszenia szansy na posiadanie
zdrowego dziecka u rodzicéw obcigzonych chorobg genetyczng, a takze
metod PGT pozwalajacych na ograniczenie wptywu czynnikéw genetycz-
nych na implantacje zarodka w przebiegu procedury IVF i tym samym
skrdécenie czasu do uzyskania prawidtowej cigzy.

PGT to najwczesniejsza metoda diagnostyczna dostepna w dziedzinie
badan prenatalnych. Jej istnienie jest mozliwe dzieki rozwojowi technik
ART i wymaga wspodtpracy doswiadczonych specjalistow z zakresu em-
briologii oraz genetyki. PGT obejmuje.analize od wybranych fragmentéow
DNA do badania catego genomu, maksymalnie w rozdzielczo$ci rzedu po-
jedynczej pary zasad w badanym materiale biologicznym otrzymywanym
w procedurze biopsji embriologicznej. PGT zapobiega zagniezdzeniu sie
uszkodzonego zarodka i w ten'sposob pozwala na unikniecie ryzyka dyle-
matu terminacji cigzy, jezeli okaze sie, ze w tradycyjnej diagnostyce pre-
natalnej ptéd jest obcigzony chorobg genetycznie uwarunkowana. Dlate-
go uwaza sie, ze PGT jest cenng opcja diagnostyczng i terapeutyczng dla
kobiet, ktore wczesniej przezyty zakonczenie cigzy po wykryciu uszko-
dzenia ptodu w konwencjonalnej diagnostyce prenatalnej [10].

Obecnie ogdélny termin PGT odnoszacy sie do technik diagnostyki pre-
implantacyjnej zastepuje stosowane dotychczas terminy PGD (preimplan-
tation genetic diagnesis) oraz PGS (preimplantation genetic screening). PGT
jest terminem podstawowym i dzieli sie na trzy podkategorie badan ge-
netycznych ze wzgledu na ich ukierunkowanie na identyfikacje réznych
zmian genetycznych w materiale genetycznym zarodkow i/lub gamet. Sg
to: (i) badania identyfikujgce warianty genetyczne zwigzane z wystepo-
waniem. choréb/monogenowych (preimplantation genetic testing for mo-
nogenic diseases, PGT-M), (ii) badania pod katem wystepowania aberracji
chromosomoéw (preimplantation genetic testing for aneuploidies, PGT-A)
oraz (iii) badania pod katem wystepowania rearanzacji strukturalnych
(preimplantation genetic testing for structural rearrangements PGT-SR) [11].
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W PGT kazdy badany przypadek jest indywidualny i interpretacja wy-
nikdw w kontekscie klinicznym nalezy do lekarza specjalisty (genetyka kli-
nicznego), pacjentom udziela sie konsultacji genetycznej przed badaniem
i po jego wykonaniu i decyzje o transferze zapadaja w konsultacji z pacjen-
tami. Wyboér metody testowania genetycznego zalezy od rodzaju badanej
zmiany genetycznej i wybranego dla danego pacjenta postepowania dia-
gnostycznego, a takze od zaplecza i doswiadczenia danejplacowki. Aspekt
badan genetycznych i preferowanej metodologii w badaniach\poszczegdl-
nych zaburzen genetycznych zostat szczegétowo opisany w drugiej czesci
pracy pt. Metody analizy genetycznej i aspekty etyczne.

3.1. Diagnostyka choréb monogenowych (PGT-M)
Gtéwnym celem PGT-M jest wybor tych zarodkéw, ktére sa wolne od
obcigzen genetycznych zwigzanych z dziedzicznymi chorobami jedno-
genowymi. Diagnostyka tego typu ma szczegdlne zastosowanie dla ro-
dzin, w ktérych u jednego z partneréw wystepuje choroba genetyczna
badzZ oboje partnerzy sa nosicielami wariantéw sprawczych dla choroby
monogenowej i/lub dana choroba genetyczna wystepuje juz u starszego
potomstwa. Badania PGT-M mozna zastosowac do detekcji dowolnych
wariantéw, ktore moga by¢ wykryte w'standardowej diagnostyce gene-
tycznej oséb dorostych. Moga by¢ to zmiany punktowe, ekspansje troj-
nukleotydowe, zmiany typu indel, dziedziczone lub powstajace de novo,
warunkujgce wystepowanie ‘choréob monogenowych autosomalnych
dominujacych, recesywnych, a takze choréb sprzezonych z picig i cho-
rob mitochondrialnych [12]."Badanie PGT-M moze by¢ zastosowane do
detekcji wiecej niz jednego wariantu genetycznego i wiecej niz jednej
choroby w zarodkach w obrebie jednego cyklu diagnostycznego [13].
W niektérych przypadkach, m.in. gdy nie sg dostepne wystarczajace in-
formacje o historii choroby w rodzinie pacjentéw, dla par z réznymi wa-
riantami w tym samym genie i w przypadku wystgpienia wariantu de novo
od strony partnera, do analizy genetycznej moga by¢ wykorzystane poje-
dyncze plemniki pobrane od pacjenta. Przeprowadzenie analizy STR lub
haplotypowania/pojedynczych plemnikéw pozwala na okreslenie allelu
zwigzanego z badang zmiang genetyczna [14].

Najczestszym wskazaniem do PGT-M jest mukowiscydoza, w dalszej
kolejnosci/rézne schorzenia, takie jak genetyczne choroby narzadéw
zmystéw (m.in. niedostuch warunkowany wystepowaniem czestych wa-
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riantéw w genie GJB2 i zespoty chorobowe, w ktérych zaburzenia narza-
déw zmystow wystepuja jako objawy gtéwne lub towarzyszace, tj. zespodt
Wolframa), dystrofie miesniowe i rdzeniowy zanik miesni, anemia sierpo-
wata, B-talasemia, choroba Huntingtona, choroba Charcota-Mariego-To-
otha, achondroplazja i syndrom Marfana [15].

W polskim prawie procedura PGT jest dozwolona wytacznie ze wska-
zan medycznych i nie dopuszcza sie zastosowania PGT-w celu-wyboru
cech fenotypowych dziecka z wyjatkiem sytuacji, gdy taka procedura
pozwolitaby na unikniecie ciezkiej, nieuleczalnej choroby dziedzicznej
(Dz.U. poz. 1087, art. 26. 1 ustawy z dnia 25 czerwca 2015 r. o leczeniu
nieptodnosci). Jednak wyzej wspomniane wskazania medyczne i cechy
fenotypowe nie zostaty szczegdtowo zdefiniowane:

PGT-M stosuje sie takze do identyfikacji zarodkow, ktére maja specy-
ficzne cechy, np. okreslony typ ludzkiego antygenu-leukocytarnego (wie-
cej informacji o tego typu diagnostyce w drugiej czesci pracy pt. Metody
analizy genetycznej i aspekty etyczne).

3.2. Diagnostyka aberracji chromosomowych (PGT-A)

Metoda PGT-A byta pierwszym rodzajem PGT zastosowanym klinicznie.
Historia metody siega lat 90. XX w., kiedy Handyside, Kontogianni i Win-
ston przeprowadzili pierwsze pomysine badania z wykorzystaniem me-
tody PCR na ludzkich embrionach w 1989 roku, z pierwszymi narodzina-
mi w 1990 roku. W tych\pierwszych przypadkach PGT-A wykorzystano
do oznaczania aneuploidiichromosomu X [16]. W Polsce ten rodzaj dia-
gnostyki zastosowano po raz-pierwszy w 2005 r. Pierwszym osrodkiem,
ktéry wprowadzit PGT-A do procedury IVF, byta Klinika Leczenia Nie-
ptodnosci INVICTA.

PGT-A stuzy identyfikacji aberracji liczbowych chromosoméw w ba-
danych zarodkach i/lub‘ciatkach kierunkowych w celu wyboru lub prio-
rytetyzacji prawidtowych (wolnych od aberracji) zarodkéw do transferu.
Kluczowym zatozeniem badania PGT-A jest ograniczenie odsetka poro-
nien i poprawienie efektywnosci IVF poprzez zwiekszenie wspétczynni-
kéw implantacji zarodkéw i uzyskanych cigz w danej jednostce czasu oraz
zwiekszenie szansy na posiadanie zdrowego (wolnego od aberracji chro-
mosomowych) potomstwa.

Diagnostyka tego typu jest szczegblnie zalecana kobietom, u kté-
rych-przyczyna nieptodnosci sg poronienia o nieznanej etiologii (histo-
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ria dwoch lub wiecej poronien), bedacych w wieku powyzej 35 lat i/lub
ktore maja dziecko lub nosity ptdd z aberracjami chromosomowymi [17].
PGT-A jest takze czesto zalecane parom, u ktorych: wystgpity-przynaj-
mniej dwa niepowodzenia w procedurze IVF (niepowodzenia implanta-
cji), stwierdzono nieptodnos¢ idiopatyczna, wystepuje wspotczynnik me-
ski nieptodnosci (niska ilosc i/lub jakos¢ nasienia). W niektorych klinikach
PGT-A jest uzywane rutynowo w cyklach IVF z dawstwa_komorek jajo-
wych. PGT-A moze by¢ stosowane jako procedura towarzyszaca PGT-M
w celu identyfikacji zarodkéw jednoczesnie nieobcigzonych dziedziczng
chorobg monogenowsa i o prawidtowej liczbie chromosoméw.

Wiekszos¢ wspbtczesnych metod do analizy catogenomowej wyko-
rzystywanych standardowo w PGT-A ma takze ograniczong mozliwos¢
(rozdzielczos$¢) do wykrywania duzych insercji i delecji w materiale ge-
netycznym zarodka (>5Mb), powstajacych najczesciej de novo w gameto-
genezie lub podczas podziatéw mitotycznych w dalszym etapie rozwoju
zarodka.

3.3. Diagnostyka rearanzacji strukturalnych (PGT-SR)
PGT-SR stuzy do identyfikacji rearanzagji strukturalnych fragmentéow
chromosomow w badanych zarodkach\w celu selekcji zarodkéw o pra-
widtowym (wolnym od rearanzacji) lub zrownowazonym genomie do
transferu. Diagnostyka tego typu ma szczegdlne zastosowanie dla par,
u ktorych jeden z partneréw jest nosicielem translokacji wzajemnej, ro-
bertsonowskiej lub inwersji i/lub u ktérych zidentyfikowano delecje i/lub
duplikacje fragmentéw chromosomaéw, ktére maja historie wystepowa-
nia rearanzacji strukturalnych chromosomoéw w rodzinie lub ktére maja
juz potomstwoz rearanzacjami chromosomowymi [9]. W przypadku wy-
stepowania translokacji chromosomowej u mezczyzny do szacunkowej
predykcji szansy na powodzenie procedury IVF moze zostac¢ wykorzysta-
na metoda analizy pojedynczych plemnikéw. W tego typu analizie ocenia
sie odsetek plemnikéw o nieprawidtowym genomie i tym samym szanse
na utworzenie prawidtowego zarodka [18].

Wiekszos¢ wspotczesnych metod wykorzystywanych standardowo
W PGT-SR nie pozwala na odréznienie genomu zréwnowazonego od pra-
widtowego. Zastosowanie metod do analizy catogenomowej o bardzo
wysokiej rozdzielczosci i metody celowane, takie jak tradycyjna metoda
fluoreseencyjnej hybrydyzacji in situ (fluorescent in situ hybridization; FISH),
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pozwalajg jednak na przeprowadzenie takiej analizy w celu uzyskania
zdrowego potomstwa nieobcigzonego nosicielstwem rearanzacji roz-
poznanej u rodzica/rodzicéw (wiecej informacji o tego typu diagnostyce
w drugiej czesci pracy pt. Metody analizy genetycznej i aspekty-etyczne).

4. Materiat biologiczny w badaniach PGT

W zaleznosci od typu prowadzonej diagnostyki, rodzaju-badanej. zmiany
genetycznej oraz praktyki danego osrodka PGT moze by¢ wykonywane
z wykorzystaniem komorek powstatych w gametogenezie (ciatek kierun-
kowych, plemnikéw) i/lub komoérek pozyskanych z zarodka w réznych
stadiach rozwoju embrionalnego (ryc. 1). W tym rozdziale zostang przed-
stawione relatywne korzysci oraz wady ptynace z-wykorzystania kazdej
Z ponizszych metod.

4.1. Plemniki

Analiza genomu pojedynczych plemnikéw jest nieinwazyjng metodg sto-
sowang w wybranych przypadkach do analizy materiatu genetycznego
mezczyzny w procedurze PGT-M do okreslania haplotypu zwigzanego
z dang zmiang genetyczng lub/PGT-SR do okreslenia czestosci wystepo-
wania rearanzacji chromosomowych w gametach pacjentoéw z transloka-
cjami [19]. W procedurze embriologicznej frakcja komérkowa nasienia
jest izolowana ze $wiezego ejakulatu poprzez wirowanie w gradiencie
gestosci lub z wykorzystaniem innych metod frakcjonujacych, a nastep-
nie ptukana w medium hodowlanym i porcjowana. Pojedyncze gamety
meskie, plemniki, s3 oddzielane technika mikromanipulacji i przeno-
szone do osobnych kropli medium hodowlanego i poddawane lizie ko-
moérkowej. DNA pojedynczych plemnikow jest poddawane amplifikacji
w obrebie wybranych fragmentéw w reakcji PCR lub catogenomowej
amplifikacji w reakcji WGA, a nastepnie poddawane analizie genetycz-
nej metoda dostosowanag do danego przypadku klinicznego i zgodnie
z praktyka danego osrodka.

4.2. Ciatka kierunkowe

Ciatka kierunkowe (polar bodies, PBs) stuzg do redukcji materiatu gene-
tycznego oocytu poprzez eliminacje potowy diploidalnego zestawu chro-
mosomow,/w podziale mejotycznym w komérce jajowej, pozostawiajac jg
haploidalna. Ciatko kierunkowe | rzedu (PB1) powstaje po pierwszym po-
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dziale mejotycznym, natomiast ciatko kierunkowe Il rzedu (PB2) po dru-
gim podziale mejotycznym oogenezy, ktéry zachodzi na skutek potacze-
nia sie komorki jajowej z plemnikiem. Zgodnie z aktualnym stanem wiedzy,
PBs nie petnia zadnej fizjologicznej funkcji w procesie rozweju zarodka,
ich biopsja jest catkowicie bezpieczna i nie wptywa na dalszy rozwdéj za-
rodka [20]. PBs sg wykorzystywane w PGT od przeszto trzech dekad, jed-
nak aktualnie istnieje stosunkowo niewiele laboratoriéw-PGT, w-ktorych
testy genetyczne wykorzystujace PBs sg nadal rutynowo stesowane. Ta
procedura byta powszechna w panstwach (np. we Wtoszech, w Szwajca-
rii i w Niemczech), w ktérych regulacje prawne zabraniaty genetycznego
testowania komérek pochodzacych z zarodka. W wielu z tych panistw
wskutek zmiany przepiséw prawnych dopuszczono-ostatecznie badanie
komérek pochodzacych z zarodkéw [21]. W zwigzku z wieloma argumen-
tami przewazajacymi na korzys¢ badania materiatu’pochodzacego z za-
rodkéw odchodzi sie od testowania PBs.

PBs zawieraja wytacznie matczyny materiat genetyczny, zatem gtow-
nym ograniczeniem tej metody jest fakt, ze nie uwzglednia ona badania
materiatu genetycznego przysztego ojca oraz wyklucza wykrycie wszel-
kich zmian powstajacych w procesie rozwoju zarodka. PB1 moze by¢
pobierane przed zaptodnieniem komorki jajowej (ryc. 1A), a PB2 jest wy-
rzucane przez komorke po jej zaptodniéniu (ryc. 1B). Procedura ich pod-
bierania polega na mechanicznym lub laserowym nacieciu ostonki przej-
rzystej i pobraniu ciatka zlokalizowanego na zewnatrz dojrzatej komorki
jajowej (ryc. 1A,B) [22].

W PGT-M, na podstawie badania PB1 i PB2 mozliwe jest ustalenie ge-
notypu oocytu (tzw.~analiza posrednia). Gdy w analizie PB1 pobranego
od heterozygotycznego osobnika (kobiety, ktora jest nosicielkg wariantu
genetycznego) identyfikuje sie genotyp homozygotyczny pod wzgledem
badanej zmiany, mozna'wnioskowac, ze w oocycie znajduje sie normalny
allel. Taka dedukcja sprawia, ze potencjalnie wytypowany nieobcigzony
genetyeznie oocyt moze zostaé zaptodniony w procedurze IVF i zostaé
przekazany do transferu. Odwrotnie, genetycznie prawidtowe PB wska-
zuje genetycznie nieprawidtowy oocyt, zatem taki oocyt nie jest kwalifi-
kowany do IVF.

W diagnostyce pojedynczego genu nalezy wzigé pod uwage wystepo-
wanie rekombinacji genetycznej w DNA komérki jajowej przed oddzie-
leniem-PB1. Jezeli w badaniu w PB1zostanie zidentyfikowany genotyp
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heterozygotyczny, wskazujacy na zajscie rekombinacji, niezbedna jest
biopsja PB2 w celu ostatecznego ustalenia genotypu oocytu. Jest to ko-
nieczne ze wzgledu na losowg segregacje chromatyd w drugim-podziale
mejotycznym, ktéra w takiej sytuacji moze doprowadzi¢ de.powstania
zaréwno obcigzonej, jak i nieobcigzonej genetycznie komoérki jajowej.
W praktyce prawie wszystkie osrodki przeprowadzajace PGT-M z uzy-
ciem PBs wykorzystujg oba PBs do badania, gdyz czesto analiza tylko
jednego PB nie daje wystarczajgco wiarygodnej informacji do oceny
genotypu oocytu. Jest to gtéwnie zwigzane z mozliwym brakiem ampli-
fikacji jednego z alleli wskutek zjawiska wypadania alleli(allele drop-out,
ADO) oraz preferencyjnej amplifikacji alleli (preferential amplification, PA).
W przypadku badania obu PBs utracona zostaje mozliwos¢ prekoncep-
cyjnej diagnostyki oocytu, poniewaz aby uzyska¢ PB2 do badania, musi
dojs¢ do zaptodnienia komorki jajowej.

Btedy mejotyczne moga prowadzi¢ do powstania aneuploidalnych
komérek jajowych, z ktérych w znaczacej wiekszosci przypadkéw po
zaptodnieniu powstaje zarodek aneuploidalny. Btedy moga wystapic
podczas jednego z dwdch podziatow mejotycznych, w ktorych powstajg
PBs, ale sg czestsze podczas tworzenia PB1. Tworzenie PB1 wptywa na
status ploidalnosci PB2, np. rozdziat chromatyd przed anafaza w PB1
moze indukowac tworzenie aneuploidalnego PB2. Dlatego tworzenie
PB1 jest szczegdlnie waznym czynnikiem w tworzeniu prawidtowego
zarodka [23].

Zjawisko nondysjunkcji obserwuje sie zdecydowanie czesciej pod-
czas oogenezy niz spermatogenezy. Znaczna wiekszos¢ zarodkowych
aneuploidii (okote80%) jest pochodzenia matczynego [24]. Ryzyko non-
dysjunkcji wzrasta wraz z wiekiem matki, powoli po ukonczeniu 29. roku
Zycia, nastepnie znacznie szybciej po 35. roku zycia [25]. Identyfikacja
w PB1 nieprawidtowej liczby chromosoméw moze oznaczac, ze badany
oocyt jest aneuploidalny i nie klasyfikuje sie do zaptodnienia. Taki wy-
nik nalezy jednak potwierdzi¢ w analizie PB2, szczegdlnie ze wzgledu na
mozliwos$¢ wystapienia zjawiska korekcji btedu mejozy | poprzez wysta-
pienie odpowiadajacego btedu korygujacego w mejozie Il, co moze do-
tyczy¢ nawet 45% zarodkow powstatych z oocytu z wykrytymi btedami
mejotycznymi [26]. W wyniku tego zjawiska analiza PB1 moze by¢ obar-
czona wysokim odsetkiem odrzuconych oocytéw, ktére mogtyby ulec
autokorekcie i potencjalnie rozwinac sie w prawidtowy zarodek.
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Unikalng zaletg biopsji PB1 jest to, ze mozna jg przeprowadzi¢ przed
zaptodnieniem komorki jajowej. Jest to jedyna mozliwos$é diagnozy na
poziomie gamet, ktoéra w razie wykrycia nieprawidtowosci nie-zaktada
eliminacji zarodkéw. W przypadku niektorych par sprzeciwiajacych.sie
badaniu zarodkéw (np. ze wzgledéw ideologicznych) jest to jedyna do-
puszczalna forma diagnostyki preimplantacyjnej. Niestety. ilos¢ pozy-
skanego materiatu diagnostycznego w przypadku biopsji.PB jest bardzo
mata, a wyniki otrzymane z analizy pojedynczej komérki moga by¢ obar-
czone stosunkowo duzym btedem diagnostycznym wynikajgcym ze zja-
wiska ADO i PA.

4.3. Blastomery

Do niedawna biopsja blastomeru byta najczesciej stosowang procedurg
w PGT [27]. Procedura pobrania odbywa sie najczesciej w 3. dniu po za-
ptodnieniu, gdy catkowita liczba komérek w prawidtowym zarodku wy-
nosi od 6 do 8. Przed wykonaniem biopsji zarodki zostajg przeniesione do
srodowiska wolnego od jonéw wapnia i magnezu, co utatwia oddzielenie
i pobranie komorek. Sama procedura jest bardzo podobna do biopsji PBs,
polega na nacieciu ostonki przejrzystej za pomoca lasera, rozwarstwie-
nia mechanicznego lub ekspozycji‘-na kwasny roztwér Tyrode’a. Komorki
usuwa sie przez wprowadzenie pipety.i zassanie ich lub przez wyttocze-
nie, ktadac nacisk na zewnetrzng ostonke zarodka (ryc. 1C) [28]. W taki
sposob pobierane sg jeden lub’dwa blastomery. Transfer zarodka podda-
nego analizie genetycznej wykonuje sie w 5. dniu cyklu IVF, zapewnia to
wiec wystarczajgco duzo czasu na przeprowadzenie niektérych badan
genetycznych, wybranie i przeniesienie zdrowych zarodkéw, ktére roz-
winety sie do stadium'blastocysty [27]. W materiale z biopsji blastomeru
lub trofoektodermy, w przeciwienstwie do analizy PBs, analizie podlega
materiat genetyczny pochodzacy od obojga rodzicéw.

Istnieje powszechna zgoda co do tego, ze biopsja blastomeru/éw
opdznia’kompakcje i blastulacje zarodkéw, co prowadzi do zmniejszenia
ich potencjatu implantacyjnego [29, 30]. Inwazyjnos¢ biopsji jednego bla-
stomeru w stosunku do biopsji dwéch blastomerdéw pozostaje natomiast
kwestig sporna [31, 32]. Faktem jest natomiast, ze nie zawsze biopsja
jednej komorki dostarcza wystarczajacych informacji na temat materiatu
genetycznego zarodka. Badania przeprowadzone na grupie blastomeréow
uzyskanych z biopsji zarodkéw wykazaty, ze wydajnos¢ diagnostyczna
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reakcji tancuchowej polimerazy (polimerase chain reaction, PCR) wynios-
ta 88,6% dla analizy jednej komérki (grupa I) i 96,4% dla analizy dwoch
pobranych komorek (grupa Il). W przypadku PGT metoda FISH nie uzys-
kano istotne] statystycznie réznicy w skutecznosci (odpowiednio 98,2
i 97,5% w grupie | i Il) [33]. Ponadto analiza drugiej komorki pobranej
z zarodka moze by¢ niezbedna do wyjasnienia watpliwego wyniku otrzy-
manego z biopsji jednej komorki.

Analiza wiecej niz jednej komorki po biopsji daje szanse na wykrycie
mozaicyzmu zarodkowego. Petny zakres tego zjawiska ujawniono w ba-
daniu, w ktérym wszystkie pojedyncze komérki pobrane zzarodkéw w 3.
dniu rozwoju poddano kompleksowej analizie.chromosomoéw [34]. Wy-
kazano w nim, ze niektére trzydniowe zarodki sktadajg sie z mieszaniny
normalnych komérek i komérek aneuploidalnych, podczas gdy niekto-
re zarodki maja tylko nieprawidtowe komorki i-inne nieprawidtowosci
w kazdej komorce; sa to tzw. chaotyczne zarodki. Szacuje sie, ze odsetek
mozaikowatosci zarodkéw w 3. dniu.rozwoju, w ktérej co najmniej jedna
komaérka ma inng ploidalnos¢ od reszty komoérek w zarodku, wynosi od
okoto 60% [35]. Koncepcja, ze trzydniowe zarodki pokazujg wysoki po-
ziom mozaicyzmu, zostata zakwestionowana przez Capalbo i wsp., ktérzy
postulowali, ze mozaikowos¢ blastomeréw jest w duzej mierze spowodo-
wana btedami technicznymi dokonanymi w aCGH, chociaz inni autorzy
odrzucili to twierdzenie, powotujac sie na wysoki poziom walidacji i udo-
wodniong wiarygodnos¢' aCGH na poziomie badania pojedynczej komér-
ki[36, 37].

Czes$¢ zarodkow w stadium bruzdkowania, zdiagnozowanych jako
aneuploidalne, podlega zjawisku autokorekcji w stadium blastocysty,
m.in. przez selektywna apoptoze lub alokacje nieprawidtowych komo-
rek do trofoektodermy [38, 28]. Jednakze ze wzgledu na brak mozliwosci
sledzenia mechanizmu tego zjawiska i oceny potencjatu zarodka do au-
tokorekgji, zarodki zidentyfikowane jako nieprawidtowe najczesciej nie
sg przekazywane do transferu [38]. Mimo ze w PGT-A z uzyciem blasto-
meréw czesto skutecznie przewiduje sie ploidalno$¢ ptodu, ograniczenia
takie jak mozaikowatos$¢ i nieprzewidywalna autokorekta komplikujg
wystawianie prawidtowej diagnozy, nawet przy uzyciu bardzo doktad-
nych technologii. Dlatego wspotczesnie niemozliwe jest catkowite wyeli-
minowanie ryzyka odrzucenia zarodka zdolnego do prawidtowego roz-
woju;-chod takie ryzyko jest niskie. Ostatecznie randomizowane badania
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kliniczne potwierdzity, ze pobranie blastomeréw z zarodka w stadium
bruzdkowania istotnie zmniejsza jego potencjat do implantacji, podczas
gdy pobranie komorek trofoektodermy nie powoduje takiego efektu [30].
W Swietle licznych korzysci wynikajacych z biopsji blastocysty w stosun-
ku do biopsji trzydniowego zarodka obecnie zalecanym rozwigzaniem
w biopsji zarodkow jest pobieranie komorek trofoektodermy.[39].

4.4. Komorki trofoektodermy
Ludzka blastocysta zawiera okoto 120-130 komoérek rozmieszczonych
pomiedzy weztem zarodkowym (inner cell mass, ICM), z ktérego rozwija
sie ptdd, a otaczajacymi komorkami trofoektodermy (trophectoderm, TE),
z ktérej rozwija sie tozysko i btony ptodowe. Od 2016 roku biopsja bla-
stocysty jest rekomendowanym podejsciem w technikach PGT. Diagno-
styczne zastosowanie biopsji blastocysty zostato-zaproponowane przez
McArthura i zesp6t laboratorium IVF z Sydney (Australia) [40]. Biopsja
na tym etapie jest technicznie tatwiejsza niz na etapie bruzdkowania
oraz od pobierania PB. Polega na tzw.wspomaganym wyleganiu zarodka
w 3. dniu rozwoiju, czyli wykonaniu za pomoca lasera otworu o wymiarach
25-30 um w ostonce przejrzystej, hodowli do dnia 5. w celu utworzenia
sie przepukliny z trofoektodermy.i’‘pobraniu przez rozciggniecie i lasero-
we odciecie od ok. 5 do 10 komérek. Usuwane s3 tylko komérki TE, nie
naruszajac ICM, dlatego ten rodzaj biopsji uwaza sie za bezpieczniejszy
i mniej inwazyjny dla zarodka' niz pobieranie pojedynczego blastomeru
[41]. Otrzymuje sie przy tym znacznie wiekszg liczbe komoérek do badan
w poréwnaniu z poprzednimi.metodami (ryc. 1D), co wptywa na lepsza
reprezentatywnos$¢ mozaikowatosci zarodkéw i na mniejsze ryzyko wy-
stgpienia ADO.oraz PA w\analizie genetycznej [28, 40]. Uzycie komdrek
trofoektodermy jest tez preferowanym materiatem diagnostycznym
w badaniu preimplantacyjnym poziomu heteroplazmii [42].

Celem pracy/ zespotu Johnson i wsp. byto zbadanie aneuploidii
w ludzkich blastocystach i oceny réznicy pomiedzy genomem komodrek
TE aICM [35]. Badanie przeprowadzono na grupie kobiet o Sredniej wie-
ku 31 lat. tacznie przebadano 51 blastocyst z wykorzystaniem metody
aCGH do analizy catogenomowej. W okoto 80% blastocyst nie wykryto
aberracji chromosomowych, u 14,2% stwierdzono obecnos¢ aneuploidii,
aw pozostatych 5,8% wystapity strukturalne rearanzacje chromosomo-
we. To-samo badanie powtérzono, analizujgc TE pochodzaca z biopsji
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tych samych zarodkéw. Zgodny wynik otrzymano dla 96,1% poréwny-
wanego materiatu, dla pozostatych 3,9% wystapita niezgodno$¢ miedzy
TE i ICM. W obu przypadkach réznica dotyczyta zarodkéw ze stwierdzo-
na rearanzacjg chromosomowa. Na podstawie tego badania-wnioskowa-
no, ze genom komoérek TE jest dobrym odzwierciedleniem genomu ko-
morek ICM.

Dtuzsza hodowla zarodka in vitro do 4-5 dnia utatwia.zidentyfikowa-
nie nieprawidtowych morfologicznie i nierozwijajacych sie zarodkéw.
Okoto jednej trzeciej zarodkéw majacych nieprawidtowosci/'chromoso-
malne na etapie bruzdkowania nie udaje sie rozwing¢ do stadium blasto-
cysty, w ten sposéb poddaje sie je naturalnej selekcji, ograniczajac tym
samym liczbe zarodkéw do badania w PGT z wykorzystaniem komoérek
trofoektodermy [43].

4.5, Ptyn z blastocelu i medium hodowlane - techniki nieinwazyjne
Alternatywg dla ingerencji w strukture zarodka mogg sie okaza¢ meto-
dy wykorzystujace odkrycie z 2013 roku, w ktérym Palini i wsp. wykaza-
li obecnos$¢ wolnego zarodkowego DNA w ptynie jamy blastocelu [44].
Ptyn ten mozna pozyskaé podczas naktuwania blastocysty (ang. blasto-
centesis) w rutynowym procesie witryfikacji - nowoczesnej praktyce sto-
sowanej w kriokonserwacji zarodkow przeznaczonych do IVF. Objetos$¢
otrzymanego ptynu waha sie w/przedziale 0,3-0,5 nl i nie miat on do tej
pory zadnego zastosowania.

Ustalenie obecnosci DNA w ptynie z blastocelu rozpoczeto od ampli-
fikacji pojedynczej kopii genu.GAPDH. Do badania zastosowano techni-
ke PCR w czasie rzeczywistym. Produkt amplifikacji uzyskanow 9 z 16
(56%) probek ptynu./Po optymalizacji metody wskaznik wykrywalnosci
w tym badaniu wynidst 89,7% (26/29 prébek).

Na podstawie powyZszych badan oszacowano, ze srednia zawartos¢
genomowego DNA w ptynie blastocelu wynosi 9,9 pg. Pie¢ kolejnych pré-
bek ptynu poddano reakcji amplifikacji catogenomowej (whole genome
amplification, WGA). Powodzenie amplifikacji odnotowano w 80% pro-
bek. Dwie probki przeznaczono do catogenomowego badania z wykorzy-
staniem metody aCGH, osiagajac rozdzielczos¢ do ok. 5 Mb. Otrzymane
rezultaty pozwolity na ustalenie ptci, w obu badanych prébkach wykry-
to chromosom Y i byto to zgodne z przeprowadzonym wczesniej testem
PCR:~-Dodatkowo wykryto nieprawidtowosci chromosomalne. Fakt, ze
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badanie aCGH dato wyniki przydatne do interpretacji, oznacza, ze znacz-
na cze$¢ DNA w blastocyscie nie jest tak zdegradowana jak zaktadano
uprzednio [44]. Niestety wskaznik interpretowalnych wynikéw przy.
uzyciu tego materiatu badawczego jest znacznie nizszy w-poréwnaniu
z biopsja blastomeru lub TE, w ktérych odsetek interpretowalnych wyni-
kow szacuje sie na 98-99% [45].

Wykonywanie PGT bez biopsji zarodkéw niesie-ze. sobg korzysci
W postaci uproszczenia procedury i zmniejszenia jej inwazyjnaesci poprzez
unikniecie pobierania komorek zarodkowych, jednak-metodata wymaga
szeregu badan i testow przed wprowadzeniem do praktyki kliniczne;j.
Obawy dotyczace badania sg zwigzane z pochodzeniem pobieranego
w ten sposdb DNA i watpliwoscia, ze nie reprezentuje ono catego geno-
mu zarodka, poniewaz pozywki hodowlane stosowane w procedurze IVF
moga zawierac frakcje DNA obcego pochodzenia.-Ponadto zasugerowa-
no, ze DNA znajdujace sie w ptynie blastocelu moze by¢ uwalniane z nie-
prawidtowych lub zdegenerowanych_komoérek, np. na skutek zjawiska
autokorekcji zarodkow, i dlatego nie moze by¢ tak reprezentatywne jak
DNA wyizolowane z komoérek nienaruszonych. Co za tym idzie - w takich
testach istnieje zwiekszone ryzyko otrzymania fatszywie dodatniego wy-
niku i odrzucenia zdrowego zarodka, jednak takie ryzyko w mniejszym
badz wiekszym stopniu towarzyszy kazdej z wczesniej przedstawionych
metod. Co wiecej, procedure mozemy nazwac nieinwazyjna, ale kazda
ingerencja w strukture zarodka moze doprowadzi¢ do jego uszkodzenia,
co moze wptynac na zywotnosé blastocysty. Jesli takie podejscie okaze
sie lepszym rozwigzaniem niz-dotychczas stosowane, potencjalne ryzyko
Zwigzane z biopsjg zarodkéw moze zosta¢ zmniejszone, a badania zespo-
tu Paliniego niewatpliwie przyczynia sie do ogromnego postepu w techni-
kach PGT [44].

Kolejng obiecujaca, zUpetnie nieinwazyjng metoda badania wszystkich
chromosomoéw (noninvasive chromosome screening, NICS) jest analiza
prébek zuzytej pozywki hodowlanej pochodzacej z hodowli zarodkéow
[46-48]. W dotychczasowych badaniach metoda ta spotykata sie jednak
z wieloma ograniczeniami i problemami, miedzy innymi z wystepujacym
w.pozywce zanieczyszczeniem DNA mitochondrialnym lub genomowym,
pochodzacym z komoérek ziarnistych, ktére w analizie medium moze da-
wacé wyniki fatszywie pozytywne [49]. Ograniczeniem tej metody jest
takze-ilos¢ i/lub fragmentacja dostepnego DNA, ktéra pozwala na anali-
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ze niewielkiego odsetka probek, gdzie w jednym z badan analiza aCGH
byta mozliwa jedynie dla 11% (6/55) wszystkich probek [46]. Obecnie
ocena statusu ploidalnosci zarodkéw przy uzyciu tej metody znajduje sie
ponizej akceptowalnej normy w PGT (72,2% zgodnosci w-stosunku.do
wynikéw z badania PB1 i PB2) i wymaga dalszej optymalizacji. Mimo to
pierwsze kliniczne préby jej zastosowania w PGT zakonczyty'sie sukce-
sem i urodzeniem zdrowych dzieci [48].

5. Podsumowanie

Wraz z rozwojem technologii wykorzystywanych w biologiimolekularnej
i badaniach genetycznych obserwuje sie dynamiczny wzrost skuteczno-
Sci i poszerzenie wachlarza mozliwosci PGT. Zastosowanie PGT umoz-
liwito posiadanie zdrowego potomstwa tysigcom par borykajacych sie
z problemem nieptodnosci i/lub obciazonych genetycznie. Wérdéd dzieci
urodzonych po uprzednim przeprowadzeniu badania zarodka nie zaob-
serwowano dotad wyzszej czestosci_wystepowania wad wrodzonych
w poréwnaniu z dzie¢mi urodzonymi‘po IVF, u ktérych nie wykonywano
PGT [50].

W celu dalszego doskonalenia PGT opracowywane sg metody zastep-
cze w stosunku do inwazyjnej biopsji komodrek jajowych i zarodkéw, ktéra
wymaga wyspecjalizowanych umiejetnosci, przeprowadzenia dtugoter-
minowych testéw bezpieczenstwa dla kazdego z wykonujacych biopsje
operatoréw i zawsze jest obarczona czynnikiem ludzkim (btedem tech-
nicznym wynikajacym z manualnej manipulacji z udziatem operatorow)
[48]. Obecnie najbardziej preferowanym podejsciem jest wykonywanie
biopsji TE, natomiast.odchodzi sie od wykorzystania materiatu biologicz-
nego pochodzacego z' biopsji blastomerow, ktéry byt rekomendowanym
podejsciem jeszcze‘kilka lat temu. Biopsja PB1 jest jedyna mozliwoscig
do przeprowadzenia PGT u par sprzeciwiajacych sie z r6znych wzgledéw
badaniom materiatu pochodzacego z zarodkdw, jednak jest obarczona
stosunkowo duzym ryzykiem btedu i innymi wadami.

Przysztosciag PGT moze sie okazaé¢ wykorzystanie do badan ptynu
z blastocelu i/lub pozywki hodowlanej zarodka, w ktérej stwierdzono
obecnos¢ zarodkowego DNA. Metody te sg jednak na wczesnym etapie
badan i wymagaja jeszcze szeregu testow potwierdzajacych ich skutecz-
nos¢, wiarygodnosé, doktadnosc i powtarzalnosé. Powszechnie popiera-
na jestjak najmniejsza ingerencja w strukture zarodka, ktéra pozwoli na
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maksymalne zmniejszenie ryzyka ewentualnych uszkodzen wptywaja-
cych na zywotno$¢ zarodkéw i ich potencjat implantacyijny.

Co istotne, na sukces reprodukcyjny w medycynie wspomaganego
rozrodu wptywa nie tylko rozwijanie technologii stosowanych w PGT,
lecz takze zwiekszanie efektywnosci wszystkich metod towarzyszacych
ART, takze na etapie zaptodnienia in vitro, hodowli zarodkéw'i ich krio-
konserwacji. Istotnym ograniczeniem, z ktérym spotykajg sie ‘pary de-
cydujace sie na PGT, jest brak lub mata liczba zarodkéw nieobarczonych
wadami genetycznymi dostepnych do transferu. Dlatego bardzo istotne
jest doskonalenie metod w PGT w celu ograniczenia liczby wynikéw fat-
szywie dodatnich, ktérych otrzymanie moze prowadzi¢ do odrzucenia
prawidtowych zarodkdw, ktére potencjalnie mogtyby zostac przekazane
do transferu. Na tym polu szczegdlnie wazny jest rozwéj i doskonalenie
metod analizy genetyczne;.

Publikacja powstata w zwigzku z realizacjq projektéw Mazowieckiej Jed-
nostki Wdrazania Projektéw Unijnych nr/ RPMA.01.02.00-14-6087/16,
RPMA.01.02.00-14-7395/16 i Polskiej Agencji Rozwoju Przedsiebiorczosci
nr POIR.02.03.02-14-0092/17.
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Rycina 1. Os czasu przedstawiajgca standardowa procedure cyklu zaptodnienia
pozaustrojowego wzbogacong o diagnostyke preimplantacyjna. Etap przygotowania do
IVF obejmujacy kontrolowang hiperstymulacje jajnikéw w celu uzyskania wzrastania
wielu pecherzykéw jajnikowych zakorczony jest punkcja jajnikéw, podczas ktérej po
naktuciu dojrzatych pecherzykéw jajnikowych/pobierane sg komorki jajowe. Materiat
biologiczny do badan jest pozyskiwany metoda biopsji na etapie prekoncepcyjnym
z niezaptodnionej dojrzatej komarki jajowej (A) albo z zygoty lub zarodka na etapie
preimplantacyjnym po zaptodnieniu (B, C, D). Materiat do badan moga stanowi¢ PB1 (A),
PB2 (B), blastomery (C) lub komorki TE (D), ktére sg nastepnie przeznaczane do analizy
genetycznej. Po uzyskaniu wyniku komérki jajowe o prawidtowym genotypie sg klasy-
fikowane do zaptodnienia, a prawidtowe zarodki do transferu do macicy. Po transferze
pacjentka znajduje sie' pod opieka lekarza i dalsza obserwacja rozwoju ewentualnej cigzy.
We wczesnej cigzy proponuije sie pacjentce nieinwazyjne lub inwazyjne (zaleznie od
wskazan medycznych) badania prenatalne.
aCGH - poréwnawcza hybrydyzacja catogenomowa do mikromacierzy,

DPZ - dzien po zaptodnieniu,

FISH - fluorescencyjna hybrydyzacja in situ,

IVF - zaptodnienie pozaustrojowe,

MF-PCR - fluorescencyjna reakcja multipleks PCR,

NGS - sekwencjonowanie nastepnej generacji,

PB1 - ciatko kierunkowe | rzedu,
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PB2 - ciatko kierunkowe Il rzedu,
PCR - reakcja tancuchowa polimerazy,
PGT-A - preimplantacyjne badanie dla aneuploidii,

PGT-M - preimplantacyjne badanie dla choréb monogenowych,
PGT-SR - preimplantacyjne badanie dla rearanzacji strukturalnych,
RFLP - polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykcyjnych;
SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu;

STR - krétkie powtdrzenia tandemowe,

TE - trofoektoderma,
gPCR - reakcja PCR w czasie rzeczywistym

Adres do korespondencji / Address for correspondence

dr hab. med. Monika Otdak

Zaktad Genetyki, Swiatowe Centrum Stuchu, Instytut Fizjologii i Patologii Stuchu
Kajetany 05-830, Nadarzyn, ul. Mokra 17

e-mail: m.oldak@ifps.org.pl

ORCID

Anna Sarosiak https://orcid.org/0000-0003-0806-9195
llona Minota https://orcid.org/0000-0002-3106-5427
Katarzyna Koziot https://orcid.org/0000-0001-7003-3391

Monika-Otdak https://orcid.org/0000-0002-4216-9141



