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Streszczenie

Badania preimplantacyjne (PGT) umozliwiajg analize materiatu gene-
tycznego komorki jajowej przed zaptodnieniem i/lub zarodka przed
transferem do macicy jako procedura towarzyszaca zaptodnieniu poza-
ustrojowemu. Wdrozenie PGT jest mozliwe dzieki rozwojowi technik
wspomaganego rozrodu i wymaga wspotpracy doswiadczonych specjali-
stow z zakresu embriologii oraz genetyki.

Aktualnie dostepny jest szeroki zakres zaawansowanych i precyzy;j-
nych metod analizy genetycznej pozwalajacy na diagnostyke pod katem
choréb monogenowych (PGT-M), rearanzacji strukturalnych chromoso-
mow (PGT-SR) oraz aneuploidii (PGT-A). Na przestrzeni ostatnich 30 lat
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technologie stosowane w PGT ewoluowaty od zastosowania fluorescen-
cyjnej hybrydyzacji in situ dla kilku wybranych chromosomoéw, az do roz-
wigzan pozwalajacych na szczegdtowq analize catego genomu, takich jak
sekwencjonowanie nastepnej generacji. Opracowanie wydajnych tech-
nik catogenomowego namnazania DNA pojedynczych komérek zrewo-
lucjonizowato PGT i poszerzyto potencjalny zakres jego zastosowania,
umozliwiajgc réwnoczesne badanie wielu zmian genetycznych-w poje-
dynczej prébce.

Wzrost precyzyjnosci metod stosowanych w PGT doprowadzit do
identyfikacji zmian genetycznych takich jak mozaikowatos¢ zarodkowa,
ktérych znaczenie biologiczne i kliniczne nie jest dobrze znane, co wpty-
neto na zaostrzenie dyskusji o skutecznosci PGT..Stale poszerzajacy sie
zakres zastosowania PGT, obejmujacy m.in."badanie  zgodnosci tkanko-
wej zarodka i wykrywanie zmian warunkujgcych choroby wieku doroste-
go wzbudza kontrowersje etyczne i prawne wokét PGT.

W niniejszej pracy przedstawiono.obszerny przeglad najwazniejszych
technik analizy genetycznej stosowanych wspotczesnie w PGT w Swietle
ich wad i zalet oraz skutecznosci w procedurach, w ktérych sg stosowa-
ne. Przeanalizowano takze aspekt etyczny i kontrowersje dotyczace za-
stosowania PGT i przedstawiono-aktualne wyzwania oraz perspektywy
nowo opracowywanych metod.

Stowa kluczowe
diagnostyka preimplantacyjna, badania genetyczne, techniki genetyczne,
mozaicyzm

Abstract

Preimplantation genetic testing (PGT) enables analysis of genetic material
from oocyte prior to fertilization or from embryo before its transfer to the ute-
rus and it is performed concurrently with the in vitro fertilization cycle. Im-
plementation of PGT is possible due to development of assisted reproduction
technologies and requires cooperation of experienced specialists in the field of
embryology and genetics.

Nowadays, a wide range of precise methods is available in PGT allowing the
diagnosis of monogenic diseases (PGT-M), structural rearrangements of chro-
mosomes (PGT-SR) and aneuploidies (PGT-A). Over the past 30 years techno-
logies-used in PGT have evolved from the use of fluorescent in situ hybridiza-
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tion probes for several chromosomes, to advanced solutions for whole-genome
analysis, including next generation sequencing. The development of efficient
techniques for whole-genome amplification has revolutionized PGT-and ena-
bled simultaneous examination of different genetic defects in a single sample.

The enhanced precision of new methods used in PGT has facilitated the
identification of embryonic mosaicism, which biological and clinical significan-
ce is poorly understood. New findings have sparked a discussion on the effecti-
veness of PGT. A constantly expanding range of PGT applications.has aroused
ethical and legal controversies over PGT.

In this paper we present an extensive overview of the techniques that are
currently used in PGT. All methods are analyzed in terms of their advantages,
disadvantages and effectiveness. Finally, the ethical aspects and controversies
regarding the use of PGT are shown and current challenges and perspectives of
newly developed methods are assessed.

Key words
preimplantation genetic diagnosis, genetic testing, genetic techniques, mosa-
icism

Wykaz skrétow

aCGH - poréwnawcza hybrydyzacja gegnomowa do mikromacierzy (array
comparative genomic hybridization),

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

ART - techniki wspomaganego rozrodu (assisted reproductive technologies),

ESHRE - Europejskie Towarzystwo Rozrodu Cztowieka i Embriologii
(European Society,of Human Reproduction and Embryology),

FISH - fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (fluorescent in situ hybridization),
HLA - ludzki antygen leukocytarny (human leukocyte antigen),

IVF - zaptodnienie pozaustrojowe (in vitro fertilization),

MGD - preimplantacyjne badania genetyczne dla choréb monogeno-
wych (preimplantation genetic diagnosis for monogenic diseases),

NGS - sekwencjonowanie nastepnej generacji (next generation sequencing),

PA- preferencyjna amplifikacja (preferential amplification),

PBs- ciatka kierunkowe (polar bodies),

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

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

PCR---reakcja tancuchowa polimerazy (polymerase chain reaction),
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PGD - preimplantacyjna diagnostyka genetyczna (preimplantation genetic
diagnosis),

PGS - preimplantacyjne genetyczne badania przesiewowe (preimplanta-
tion genetic screening),

PGT - preimplantacyjne badania genetyczne (preimplantation genetic testing),
PGT-A - preimplantacyjne badanie genetyczne dla aneuploidii (preim-
plantation genetic testing for aneuploidies),

PGT-HLA - preimplantacyjne badanie zgodnosci tkankowej zarodka
(HLA-matching, HLA typing),

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),

SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu <{single nucleotide poly-
morphism),

STR - krétkie powtérzenia tandemowe (short tandem repeats),

TE - trofoektoderma (trophectoderm),

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

1. Wprowadzenie

Badania preimplantacyjne (preimplantation genetic testing, PGT) umozli-
wiajg analize materiatu genetycznego komoérki jajowej przed zaptodnie-
niem i/lub zarodka przed transferem do macicy jako procedura towarzy-
szaca zaptodnieniu pozaustrojowemu (in vitro fertilization, IVF). Gtéwnym
celem badania jest identyfikacja zarodkéw, ktore sg wolne od nieprawi-
dtowosci chromosomowych i obcigzen genetycznych zwigzanych z cho-
robami dziedzicznymi. Badaniu mogg zosta¢ poddane (i) ciatka kierun-
kowe pobrane z ooeytu przed zaptodnieniem (ciatko kierunkowe | rzedu,
PB1) i/lub po zaptodnieniu (ciatko kierunkowe Il rzedu, PB2), (ii) blasto-
mery pobrane z trzydniowego zarodka w stadium bruzdkowania, (iii) ko-
moérki trofoektodermy (TE) pobrane z zarodka w stadium blastocysty ok.
5. dnia rozwoju.

W 2017 roku w porozumieniu miedzy Europejskim Towarzystwem
Rozrodu Cztowieka i Embriologii (European Society of Human Repro-
duction and Embryology, ESHRE) i Amerykanskim Stowarzyszeniem Me-
dycyny Rozrodu (American Society For Reproductive Medicine, ASRM)
ujednolicono nomenklature stosowang w dziedzinie badan preimplan-
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tacyjnych i dotychczas stosowane terminy PGD (preimplantation genetic
diagnosis) oraz PGS (preimplantation genetic screening) zastapiono jednym
terminem PGT [1]. PGT jest aktualnie terminem podstawowym‘i-podlega
podziatowi na trzy podkategorie:

e PGT-M (preimplantation genetic testing for monogenic diseases) - ba-
dania obejmujace analize genetyczng zarodkow i/lubgamet w celu
wykluczenia wystepowania choroby monogenowej; uprzednio po-
wszechnie okreslane w literaturze jako PGD lub MGD. (preimplan-
tation genetic diagnosis for monogenic diseases),

e PGT-A (preimplantation genetic testing for aneuploidies) - bada-
nia majace na celu wykrycie aberracji liczbowych chromosomoéw
(aneuploidii) u zarodka i/lub gamet; odpowiednik wczesniej stoso-
wanego terminu PGS,

e PGT-SR (preimplantation genetic testing for-structural rearrange-
ments) - badania majace na celu wykrycie rearanzacji struktural-
nych chromosomoéw u zarodka i/lub gamet; uprzednio zawarte
w definicji PGS.

2. Metody analizy genetycznej w PGT

2.1. Amplifikacja catego genomu (WGA)

Haploidalne komorki, takie jak plemniki i ciatka kierunkowe, dysponuja
bardzo matg iloscig materiatu’ genetycznego, dwa razy mniejszg niz ko-
morki somatyczne organizmu (ok. 3 pg). Kompleksowa analiza catego
genomu pojedynczej komérkiwymaga jego wiernego powielenia i uzys-
kania odpowiednigjilosci DNA do przeprowadzenia reakcji. Opracowa-
nie wydajnych metod do amplifikacji catego genomu (whole genome am-
plification, WGA) zrewolucjonizowato PGT, umozliwiajac analize catego
genomu pojedynczej komorki i przeprowadzenie ztozonych testow (naj-
czesciej PGT-M, PGT-A lub PGT-SR jednoczes$nie) w materiale pochodza-
cym z pojedynczej biopsji. Do tej pory opracowano kilka rodzajéw reakcji
WGA opartych na réznych technologiach amplifikacji DNA, takich jak (i)
MDA (multiple displacement amplification), (ii) modyfikacje techniki PCR
(m:in. linker-adapter PCR [LA-PCR], degenerate oligonucleotide primed PCR
[DOP-PCR]) oraz (iii) MALBAC (multiple annealing and looping based am-
plification cycles). Metody te oferujg zréznicowany stopien pokrycia ge-
nomowego DNA, dtugosci otrzymywanych fragmentéw, otrzymywane;j
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ilosci DNA, czasu przygotowania i trwania reakcji oraz czestosci wyste-
powania artefaktow amplifikacji [2]. Wspdtczesnie wiekszos$é dostep-
nych komercyjnie testow w PGT (w tym wszystkie stuzace do-badania
catego genomu) wymaga uzycia produktu WGA jako matryey.w badaniu
(tabela 1).

2.2. tancuchowa reakcja polimerazy (PCR)
Metody oparte na reakcji PCR byty wykorzystywane przy:pierwszych
préobach przeprowadzenia diagnostyki preimplantacyjnej u cztowieka
na poczatku lat 90. XX wieku i dotyczyty diagnostyki choréb monoge-
nowych. Metody oparte na reakcji PCR sg wspotczesnie podstawowym
narzedziem w diagnostyce preimplantacyjnej choréb monogenowych
(tabela 1). Wedtug raportu ESHRE z danych zebranych od 71 centréw ba-
dawczych w latach 2011-2012 reakcja PCR byta-najczesciej stosowang
metodg amplifikacji DNA w PGT-M (93% wykonanych testéw) i od tego
czasu sukcesywnie maleje na rzecz dynamicznego rozwoju wysokoprze-
pustowych technik analizy genomu [3].

Podstawowg z odmian, stanowiacg przez dtugi czas ztoty standard
w PGT, jest fluorescencyjna reakcja multiplex PCR, ktéra polega na jed-
noczesnej amplifikacji od kilku _do kilkunastu wybranych fragmentéw
DNA. W reakcji wykorzystywane sg wyznakowane fluorescencyjnie spe-
cyficzne startery, obejmujace sekwencje wysoce polimorficznych krot-
kich powtérzen tandemowych (short tandem repeats, STR), sprzezonych
z badang zmiang genetyczna. Produkt DNA po namnozeniu wybranych
fragmentéw poddawany jest elektroforetycznemu rozdziatowi i ocenia-
ny pod wzgledem dtugosci wybranych fragmentéw. Ostatecznie na pod-
stawie analizy sprzezen w rodzinie pacjentéw okresla sie, czy w bada-
nych zarodkach wystepuje wybrana zmiana genetyczna. W wyjatkowych
przypadkach analiza STR daje tez mozliwo$¢ postawienia prawidtowej
diagnozy, nawet gdy patogenna zmiana genetyczna nie jest znana [4].

Wykorzystanie sprzezonych markeréw STR pozwala na wykrycie
zjawiska wypadania alleli (allele drop-out, ADO), polegajacego na braku
amplifikacji danego allelu w reakcji PCR oraz efektu stochastycznego,
objawiajacego sie preferencyjng amplifikacja (preferential amplification,
PA) jednego z dwdch alleli. Oba zjawiska mogg imitowa¢ homozygo-
tycznos¢ heterozygotycznego locus i prowadzi¢ do postawienia btednej
diagnozy [5].
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Analiza dtugosci STR u pacjentéw i ich krewnych odbywa sie
W procesie opracowywania danego przypadku i przygotowania do PGT.
Opracowanie i walidacja protokotu dla danego zestawu markerdw STR
zajmuje najczesciej od kilku tygodni do nawet kilku miesiecy. Jednak
raz opracowany protokdt moze by¢ zastosowany dla wielu rodzin bez
wzgledu na rodzaj rozpoznanej zmiany genetycznej (takze dla mutacji
mitochondrialnego DNA), co stanowi jedng z najwiekszych zalet meto-
dy opartej na analizie STR. Reakcja multiplex PCR moze zostac przepro-
wadzona bezposrednio na pojedynczej komérce (single-cell PCR, obec-
nie rzadko stosowana) lub z wykorzystaniem produktu WGA. Uzycie
produktu WGA podnosi ryzyko wystgpienia. ADO dwukrotnie w sto-
sunku do tradycyjnego PCR bez WGA, nawet w.-materiale biopsyjnym
z trofoektodermy, zawierajacym wiekszg ilos¢ materiatu genetycznego.
W zwigzku z tym zalecane jest analizowanie mozliwie najwiekszej licz-
by dostepnych markeréw STR dla danego regionu (optymalnie ok. pie-
ciu markerow) [6].

2.3. Porownawcza hybrydyzacja genomowa do mikromacierzy (aCGH)
Poréwnawcza hybrydyzacja ggnomowa do mikromacierzy (array compa-
rative genomic hybridization; aCGH) stanowi zmodernizowang wersje kla-
sycznej metody CGH opracowanej w latach 90. XX wieku. W aCGH bada-
ne genomowe DNA pojedynczej komérki oraz prawidtowe ludzkie DNA
referencyjne sg znakowane dwoma réznymi barwnikami fluorescencyj-
nymi, nastepnie konkuruja ze soba w procesie hybrydyzacji do macierzy
z komplementarnymi czasteczkami jednoniciowego DNA (sondami). Kaz-
da z sond macierzy reprezentuje inny region genomu i jest umieszczona
w okreslonym miejscu ptytki macierzy. Réznice iloSciowe pomiedzy ge-
nomem badanym ireferencyjnym sg widoczne w wyznaczonym miejscu
ptytki w postaci koloru’emitowanego swiatta, ktore jest czytane przez
detektor laserowy i analizowane komputerowo pod katem nieprawidto-
wosci wliczbie kopii badanego DNA.

Metoda aCGH jako jedna z pierwszych metod zostata uzyta do kom-
pleksowego badania catego genomu w PGT-A i nadal jest uzywana za-
rowno do diagnozowania aneuploidii w PBs, blastomerach, jak i komor-
kach TE w wielu klinikach IVF [7, 8]. Wspdtczesnie wypierana jest przez
zastosowanie bardziej zaawansowanych technologii takich jak mikroma-
cierze-polimorfizmoéw pojedynczych nukleotydow (single nucleotide poly-
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morphism array, SNP array) i sekwencjonowanie nastepnej generacji (next
generation sequencing, NGS).

W badaniach PGT-A z wykorzystaniem materiatu biopsyjnego z TE
metoda aCGH wykazuje wysokg czutos¢ (98,8%) i swoistosé(99,6%)-[9].
Mozliwe jest takze wykorzystanie metody aCGH do analizy genomu cia-
tek kierunkowych. W badaniu metoda aCGH przeprowadzenym na 226
zarodkach status ploidalnosci okreslony w badaniu PB1-i.PB2 byt w 94%
zgodny z wynikami z badania zarodkéw [10].

Oprécz PGT-A metoda aCGH jest stosowana w catogenomowe;j iden-
tyfikacji rearanzacji chromosomowych (PGT-SR) w komérkach pobra-
nych z zarodka na poziomie rozdzielczosci srednio ok. 5-6 Mb (w wali-
dacji na pojedynczych komérkach somatycznych/od-1,8 Mb dla macierzy
o wysokiej gestosci), nie pozwala jednak na odréznienie prawidtowego
genomu od genomu z translokacjami zrownowazonymi (tabela 1) [11].
Metoda aCGH nie pozwala takze na wykrycie poliploidii zarodkowych,
odpowiadajacych za od 2% do ponad.10% wczesnych poronien [12]. Wy-
jatkiem sg aberracje chromosomoéw ptciowych 69,XXY oraz 69,XYY, kto-
rych wykrycie jest mozliwe pod warunkiem zwrdécenia szczegdlnej uwagi
na proporcje chromosomow ptci miedzy badang probka a kontrolg (tabe-
la1)[13].

Niewatpliwg zaletg testéw wykorzystujacych technike aCGH jest ich
nizszy koszt w stosunku do mikromacierzy SNP i krétki czas wykonania
(<12 godz.), przy zapewnieniu interpretowalnych wynikéw dla ponad
97% badanych prébek, coumozliwia przeprowadzenie testu i transferu
zarodkow w jednym cyklu IVF, bez kriokonserwacji badanych zarodkéw
[14]. Jednak w przeciwienstwie do technik opartych na catogenomowym
genotypowaniu, np. mikromacierzach SNP, zmiany takie jak ekspansje
tréojnukleotydowe, mate delecje, duplikacje najczesciej znajduja sie poni-
zej progu detekcji macierzy aCGH stosowanych w PGT. Wieksza czutosé
w wykrywaniu zmian sub-chromosomowych oraz mozaicyzmu zarodko-
wego oferuja techniki wykorzystujgce NGS.

2.4. Mikromacierze SNP

Technika mikromacierzy DNA (DNA microarray) o wysokiej gestosci po-
zwala na analize od 200 tys. do ponad 900 tys. SNP w jednym ekspery-
mencie. Metoda opiera sie na genotypowaniu wielu blokéw haplotypo-
wych-(sprzezonych ze sobg SNP) u rodzicow i bliskich krewnych o znanym
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statusie choroby genetycznej i identyfikuje rodzicielski haplotyp zwigza-
ny z patogenng zmiang genetyczng (tabela 1). Ostatecznie na podstawie
analizy haplotypdéw w rodzinie pacjentéw okresla sie, czy w badanych za-
rodkach wystepuje wybrana zmiana genetyczna.

W PGT-M jednym z najlepiej rozwinietych i popularnych systeméw
identyfikacji rodzicielskich haplotypéw opartych na mikromacierzach
SNP jest metoda Karyomapping. Jej zaletg jest mozliwos¢ zastosowania
w szerokim zakresie, bez koniecznosci opracowywania oddzielnego pro-
tokotu dla kazdego nowego przypadku, tak jak w PGT-M z wykorzysta-
niem techniki PCR. Jednak we wszystkich metodach opartych na mikro-
macierzach SNP niezbedne jest przeprowadzenie testu takze w rodzinie
pacjentéw, co nie zawsze jest mozliwe. Z tego powodu zastosowanie ta-
kich metod jest wykluczone, jesli nie ma dostepu do materiatu od oséb
spokrewnionych, a takze w wypadku wiekszosci-zmian genetycznych
wystepujacych de novo oraz u blisko spokrewnionych ze sobg partne-
réow [15]. Podobny model mapowania genomu, tzw. Meiomapping, opra-
cowano do analizy rekombinacji i segregacji chromosomoéw w oocytach
i ciatkach kierunkowych. Meiomapping/ma potencjat do zastosowania
w PGT-M do oceny obecnosci wariantéw genetycznych w oocytach,
a w PGT-A do diagnozowania btedéw mejotycznych i dziedziczenia wad
strukturalnych chromosomoéw w linii_matczynej, prowadzacych do wy-
stepowania aneuploidii w zarodkach powstatych z zaptodnienia aneu-
ploidalnych komorek jajowych. Jednak metoda wymaga rozszerzenia
o badanie materiatu genetycznego rodzicéw i nie zostata dotychczas
zwalidowana do uzytku klinicznego [16].

Obok haplotypowania w badaniach typu PGT-M obserwuje sie coraz
wieksze wykorzystanie mikromacierzy SNP w diagnostyce rearanzacji
chromosomowych(PGT-SR) i aneuploidii (PGT-A). W badaniu zarodkéw
metody oparte na mikromacierzach SNP o wysokiej gestosci charaktery-
ZUja sie wyzsza rozdzielczoscig od metod aCGH, co wiaze sie z mozliwo-
$cig wykrywania mikrodelecji i duplikacji (<5 Mb) (tabela 1), ktére znaj-
duja sie ponizej progu detekcji dla wiekszosci metod opartych na aCGH
stosowanych w PGT. Liczne metody wykorzystujace catogenomowe ge-
notypowanie SNP w jednej komérce (m.in. Karyomapping, siCHILD, ha-
plarithmisis) umozliwiaja identyfikacje zarodkéw o niezréwnowazonym
genomie z réznym typem translokacji (prog detekcji rzedu 5 Mb) [17].
Dzieki-temu metody te cechujg sie znacznie wiekszym wspdtczynnikiem
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uzyskanych cigz klinicznych w stosunku do metod dawniej stosowanych
w identyfikacji translokacji niezréownowazonych takich jak fluorescencyj-
na hybrydyzacja in situ (FISH), odpowiednio 54% dla mikromacierzy SNP,
i 33-40% dla FISH [18].

Niektére z mikromacierzy SNP pozwalaja takze na odréznienie geno-
mu prawidtowego od zréwnowazonego, czego nie umozliwiajg metody
aCGH i wiekszos$¢ metod opartych na NGS. Tym samym-mikromacierze
SNP moga w przysztosci umozliwié rodzicom bedacym nosicielami trans-
lokacji posiadanie zdrowego dziecka bez translokacji zréwnowazonej,
ktére nie bedzie obcigzone tymi samymi problemami reprodukcyjny-
mi co jego rodzice. Jednak ze wzgledu na wysoka czestos¢ wystepowa-
nia rearanzacji w zarodkach pochodzacych od) roedzicéw obcigzonych
translokacjami (>80% wszystkich zarodkow) takie pary najczesciej nie
dysponuja pulg zarodkéw umozliwiajagcg wybér-pomiedzy zarodkami
o zréwnowazonym i niezréwnowazonym genomie [19]. Wspotczesnie
mikromacierze SNP s3 jedng z najdrozszych metod w PGT-SR, a przygo-
towanie pojedynczego testu jest czasochtonne. Zajmuje ono od 30 do
40 godz., co uniemozliwia przeprowadzenie badania i transferu zarod-
kéw w jednym cyklu.

Mikromacierze SNP sg wiarygodna metoda w diagnozowaniu aneuplo-
idalnosci zarodkéw w PGT-A. Wskaznik btedu w celnym diagnozowaniu
aneuploidii jest dla tej metody,bardzo niski (4%). W obszernym bada-
niu aneuploidii trzy- i pieciodniowych zarodkéw (odpowiednio 22 599
i 15 112 zarodkdéw) z zastosowaniem technologii mikromacierzy SNP
z powodzeniem udato sie okresli¢ status ploidalnosci w przypadku 92%
zarodkow [20]. Mikremacierze SNP stosuje sie takze w celu identyfikacji
aberracji chromosomowych, ktérych wykrycie jest nieosiggalne w przy-
padku wiekszosci innych/metod stosowanych w PGT. Do takich zmian
nalezag m.in. jednorodzicielskie disomie, triploidie o charakterze digynii
i diandrii, triploidie chromosoméw ptciowych (69,XXX) oraz niektore te-
traploidie (tabela 1) [21].

Co istotne, wykorzystanie potaczenia jakosciowej i iloSciowej ana-
lizy danych otrzymanych z mikromacierzy SNP pozwala na wykonanie
kompleksowego badania, ktére moze taczyé PGT-M, PGT-A, PGT-SR
i'badanie uktadu zgodnosci tkankowej zarodka (HLA-matching) w jed-
nym tescie [22].
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2.5. Sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS)

Dynamiczny proces wdrazania technik opartych na wysokoprzepusto-
wej metodzie NGS do diagnostyki genetycznej, ktory nastgpit westatnim
dziesiecioleciu, szybko znalazt swoje odbicie w PGT. NGS charakteryzu-
je sie wysoka czutoscia i rozdzielczoscia rzedu pojedynczej pary zasad
i umozliwia rownolegta analize dowolnej liczby loci w materiale pocho-
dzacym od réznych oséb. Otwiera to liczne Sciezki de-epracowania no-
wych rozwigzan i podniesienia jakosci analizy genetycznej oferowanej
w PGT.

W diagnostyce choréb monogenowych (PGT-M) NGS znajduje zasto-
sowanie przede wszystkim jako narzedzie do.odczytywania wybranych
sekwencji genomu (sekwencjonowania celowanego) w celu identyfikacji
wariantéw genetycznych w materiale zarodkowym oraz do haplotypowa-
nia regiondéw otaczajacych zidentyfikowang uprzednio zmiane genetycz-
na w materiale pobranym od badanej rodziny (tabela 1) [23]. W poréw-
naniu z technologiami opartymi na mikromacierzach SNP, analizujgcymi
warianty SNP rozprzestrzenione w catym/genomie, NGS charakteryzuje
sie wiekszg doktadnoscig w genotypowaniu badanego fragmentu DNA.
Daje to takze przewage nad technikami wykorzystujacymi markery STR,
ktérych dostepnosc dla czesci regiondw,genomu jest mocno ograniczona.

Wdrozenie technologii NGS przyniosto wiele korzysci dla
PGT-A i otworzyto wachlarz mozliwosci ku rozwojowi nowych, szybkich,
wysoce doktadnych, wiarygodnych i powtarzalnych metod. Wiekszos¢
testow NGS dedykowanych do rutynowego zastosowania w PGT-A, ta-
kich jak Veriseq (lllumina, San Diego, Kalifornia, Stany Zjednoczone)
i PG-Seq (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone)
jest opartych na technologii NGS o niskiej gtebokosci sekwencjonowa-
nia (tzw. ptytkie sekwencjonowanie, shallow whole genome sequencing)
ukierunkowanego na wykrywanie wariantéw liczby kopii (copy number
variation, CNV). Takie testy pozwalajg na detekcje niezréwnowazonych
rearanzacji fragmentéw chromosomoéw wiekszych od 5 Mb [24] i nie ofe-
rujg mozliwosci odréznienia genomu zréwnowazonego od prawidtowe-
go, identyfikacjiinwersji, matych delecji i duplikacji (tabela 1).

Zmodyfikowane testy o wysokiej gtebokosci sekwencjonowania moga
jednak umozliwi¢ przeprowadzenie badania o bardzo wysokiej rozdziel-
czosci, wystarczajacej do wyznaczenia doktadnych miejsc pekniecia
chromesomoéow w przypadku translokacji zréwnowazonych. Do takich
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metod nalezg m.in. catogenomowe sekwencjonowanie typu mate-pair,
catogenomowe gtebokie sekwencjonowanie CNV oraz metoda MicroSeq
i MARSALA [25-28].

Zwiekszona precyzja technologii NGS ujawnita czestos¢-wystepowa-
nia zmian niewykrywanych lub stabiej wykrywanych przez wczesniej sto-
sowane metody, takich jak mozaikowatos¢ genetyczna zarodkow i zmia-
ny sub-chromosomowe (m.in. aneuploidie odcinkéw-chromosomow),
ktérych znaczenie biologiczne i kliniczne nadal czesto nie\jest znane.
Prég wykrywalnosci mozaikowatosci zarodkéw zalezy od czutosci za-
stosowanej platformy NGS i wynosi ok. 20%, co oznacza, Ze zauwazalne
odchylenia od wartosci referencyjnych (euploidalnosci) s obecne, gdy
poziom komdrek aneuploidalnych w préobce wynesi powyzej 20% (do
maksymalnie 80%) [29]. Wspomniany prog wykrywalnosci dla metody
aCGH wynosi ok. 50-70% [30].

Metody NGS i aCGH wykazuja wysoki poziom zgodnosci w badaniu
zarodkéw nieposiadajgcych cech mozaikowatosci. Poziom zgodnosci
wynosit 99,5% (191/192 zarodkéw) w badaniach materiatu z biopsji TE
[24]. Jednak metoda aCGH posiada znaeznie nizsza czuto$¢ w wykrywa-
niu mozaicyzmu zarodka w materiale pochodzacym z biopsji TE w sto-
sunku do NGS. Szacuje sie, ze_okoto 80% zarodkdéw okreslonych jako
mozaikowate w NGS jest klasyfikowana w badaniu aCGH jako zarodki
euploidalne, a pozostata czes¢ jako aneuploidalne [31]. W zwigzku z tym
przejscie z aCGH na metode NGS moze skutkowac mniejsza liczbg za-
rodkéw diagnozowanych jako prawidtowe i dopuszczanych do transferu
po PGT-A.

Wsrdd czesci zarodkow, ktore sg rozpoznawane w badaniu aCGH jako
euploidalne, mazliwe'jest wykrycie aberracji chromosomowych przy po-
nownym badaniu zuzyciem metody NGS. Oznacza to, ze pewien odse-
tek zarodkéw badanych metoda aCGH jest klasyfikowany do transferu
mimo aneuploidalnej liczby chromosoméw. Szacuije sie, ze ok. 50% poro-
nien wynikajacych z braku wykrycia zmian aneuploidalnych przez meto-
de aCGH (wyniki fatszywie negatywne) mozna uniknaé, stosujagc metode
NGS [32].

NGS byto na poczatku najbardziej kosztowng metoda w PGT, jednak
wraz z wprowadzaniem dedykowanych do PGT rozwigzan i z rozpo-
wszechnieniem NGS w zastosowaniach diagnostycznych dostepnosé tej
technologii sie zwiekszyta, a jej cena sukcesywnie maleje. Wykorzystanie
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NGS jest najbardziej optacalne w osrodkach z dostepem do duzej liczby
pacjentéw, gdyz dzieki specjalnemu indeksowaniu NGS pozwala na réw-
noczesne badanie wielu prébek i obnizenie kosztéw analizy.

Najnowsze metody oparte na technologii NGS umozliwiajg przepro-
wadzenie PGT-M, PGT-A oraz haplotypowania w jednej reakcji. Pomimo
duzego potencjatu analiza wynikow tej metody wymaga jednak szczegdl-
nej ostroznosci, gdyz technologia NGS moze wprowadza¢ artefakty se-
kwencjonowania i niewystarczajgca gtebokos$¢ sekwencjonowania moze
skutkowac fatszywie dodatnig lub ujemng identyfikacja patogennej zmia-
ny genetycznej i btedng diagnoza. Dodatkowo, tak jak w metodach opar-
tych na technologii mikromacierzy, NGS wymaga namnozenia materiatu
wyjsciowego w reakcji WGA, co moze generowac-btedy w postaci ADO
i PA w niektérych loci [28].

3. Doktadnos¢ i skutecznosé PGT - kontrowersje i aspekty etyczne
PGT jest dynamicznie rozwijajaca sie dziedzing, stanowigcg wspotczes-
nie istotng strategie w technikach \wspomaganego rozrodu (assisted
reproductive technologies, ART). Pomima  systematycznie rosnacego za-
interesowania oraz tysiecy badan PGT realizowanych rocznie na catym
Swiecie od poczatku lat 90. XX'wieku metoda ta wciaz jest obiektem dys-
kusji metodologicznych, prawnych i etycznych.

3.1. Skutecznosé¢ PGT-A i mozaikowatos¢ zarodkowa
Pierwsze metaanalizy i randomizowane badania kontrolne nad skutecz-
noscig procedury PGT-A wykazaty, ze PGT-A z zastosowaniem metody
FISH (historycznej metody w PGT-A pozwalajacej na zbadanie jedynie
kilku wybranych par,chromosoméw) nie wptywa pozytywnie na sukces
reprodukcyjny par,-a_ nawet moze sie przyczyni¢ do zmniejszenia szansy
na uzyskanie cigzy [33]. Po wprowadzeniu do PGT-A metod pozwalaja-
cych na kompleksowe badanie catego genomu obserwuje sie zwiekszo-
ny wspétczynnik implantacji i cigz w danej jednostce czasu po zasto-
sowaniu PGT-A [34]. Z uwagi na wzrastajacy z wiekiem matki odsetek
aneuploidalnych’zarodkéw wykazano takze, ze zastosowanie PGT-A jest
szczegoblnie Korzystne dla kobiet w zaawansowanym wieku rozrodczym
(>35 lat) [35].

Sukces PGT-A w duzym stopniu zalezy od kompetencji technicznych
osob-wykonujacych biopsje zarodkéw, doswiadczenia diagnostéw gene-
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tycznych, a takze od jakosci hodowli zarodkéw, co moze wptyngc na réz-
nice we wskaznikach implantacji po PGT-A w réznych o$rodkach IVF. Wy-
zej wymienione réznice sg jednak najprawdopodobniej Scisle zwigzane ze
zjawiskiem mozaicyzmu zarodkowego, obserwowanego w przypadku.ok.
60% zarodkéw w stadium bruzdkowania i ok. 20% zarodkéw w stadium
blastocysty, z czego kolejne 10% stanowi mozaike ztozong-z.dwdch lub
wielu linii komérek aneuploidalnych [29]. RéZnica w stopniu mozaikowa-
tosci zwigzana ze stadium rozwojowym zarodka jest najprawdopodob-
niej powodem, dla ktérego obserwuje sie nizszy sukces reprodukcyjny po
PGT przeprowadzanym z wykorzystaniem materiatu genetycznego bla-
stomerdéw w stosunku do PGT w materiale trofoektodermy [36].

Mozaicyzm zarodkowy wspétcze$nie stanowi-najwieksze wyzwanie
w PGT-A i jednoczesdnie jest obiektem zagorzatych dyskusji toczacych sie
pomiedzy zwolennikami i przeciwnikami tej metody. Argumenty strony
przeciwnej PGT-A skupiaja sie wokét zdania, ze materiat genetyczny po-
chodzacy z kilku komérek pobranych z trofoektodermy nie reprezentuje
faktycznego stanu mozaikowatosci zarodka, w zwigzku z czym PGT-A ni-
gdy nie moze przewidzie¢ statusu aneuploidalnosci zarodka. Dzieje sie
tak, poniewaz zarodkowa linia komérkowa o odmiennym genotypie moze
wystepowaé¢ w samym wezZle.zarodkowym badZz w innej od pobranej
czesci TE. Jest to zgodne z doniesieniami o zdrowych urodzeniach po
transferze zarodkéw, ktorych status zostat okreslony jako mozaikowaty
lub aneuploidalny w badaniu PGT-A. Jednak w badaniach poréwnujacych
zgodnos$¢ wynikow PGT-A'w materiale z biopsji TE i wezta zarodkowego
wykazano, ze mozaicyzm diploidalno-aneuploidalny, ktéry moégt zwiek-
szac ryzyko ztej diagnozy w przypadku badania samej TE, dotyczyt tylko
4% badanych zarodkéw. Autorzy pracy podsumowali, ze biopsja TE jest
dobrg metoda do doktadnego diagnozowania mozaikowatosci catej bla-
stocysty [30].

Po badaniu PGT-A pierwszenstwo do transferu otrzymuja zarodki
zdiagnozowane jako euploidalne. Catkowite wytaczanie zarodkéw mo-
zaikowatych z puli transferowej budzi sprzeciw w grupie oponentéw
PGT-A, gdyz takie dziatanie moze zmniejszy¢ potencjalny zaséb zarod-
kéow dostepnych u par i tym samym obnizy¢ szanse na uzyskanie cigzy
oraz narazi¢ pacjentéw na zbedne, dodatkowe koszty powtarzania pro-
cedury IVF. W badaniu sondazowym 102 klinik IVF dwie trzecie klinik
popierajacych stosowanie PGT-A opowiedziato sie za tym, ze zarodki mo-
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zaikowate powinny by¢ przechowywane do potencjalnego transferu po
uzyskaniu odpowiedniej porady genetycznej [37].

Warto jednak zwrdcié¢ uwage na fakt, ze w najnowszych badaniach,
w ktérych uczestniczyto sze$¢ duzych klinik IVF, wykazano;-ze transfer
zarodkéw mozaikowatych jest obarczony nizszym wspétczynnikiem
implantacji (53% w poréwnaniu z 71%, p>0,05) i trwajacych/ciaz (41%
w porownaniu z 63%, p<0,006) oraz wyzszym wspoétczynnikiem poronien
(24% w poréwnaniu z 10%, p=0,002) w stosunku do transferu zarodkow
okreslonych w PGT-A jako euploidalne [38]. W badaniu sondazowym
58,3% gtoséw z klinik przeciwnych PGT-A uwazato, ze problem mozaiko-
watosci catkowicie podwaza stosownos$¢ uzywania PGT-A, podczas gdy
66,4% gtoséw z klinik stosujgcych PGT-A byto zdania, ze problem mozai-
kowatosci towarzyszyt zawsze procedurom'IVF i nalezy dalej stosowacd
PGT-A przy odpowiednich zabezpieczeniach i poradnictwie [37]. Mimo
wielu odmiennych podejs¢, zaréwno przeciwnicy, jak i zwolennicy stoso-
wania PGT-A podkreslaja, ze wspdtczesna wiedza na temat mozaikowa-
todci zarodkéw jest zbyt mata i istnieje znaczna potrzeba prowadzenia
dalszych badan majacych na celu odkrycie przyczyny i roli mozaikowato-
sci zarodkdéw w rozwoju embrionalnym cztowieka.

Dotychczasowe badania wykazaty, ze PGT-A nie zwieksza kumulacyj-
nego wskaznika cigz osiggnietych w wyniku pojedynczej stymulacji hor-
monalnej owulacji do IVF, co oznacza, ze badanie nie zwieksza ogdlnej
szansy na uzyskanie cigzy z puli zarodkéw uzyskanych w pojedynczym
cyklu IVF. Jednak PGT-A moze nies$¢ ze sobg istotne korzysci, ktére przy-
czyniaja sie do zwiekszenia ogdlnego sukcesu i zadowolenia pacjentéw
z procedury IVF. Podstawowg z nich jest obnizenie wskaznika poronien
oraz obnizenietyzyka wystapienia aberracji chromosomowych u dziec-
ka. Ponadto badanie PGT-A skraca czas do uzyskania ciazy poprzez wy-
bor prawidtowych zarodkéw do transferu, w poréwnaniu z sukcesywnym
podawaniem zarodkéw w cyklu IVF bezposrednio po stymulacji hormo-
nalnej lub po kriokonserwaciji, ale bez PGT-A. Tym samym PGT-A pozy-
tywnie wptywa na wskaznik cigz w przeliczeniu na pojedynczy transfer
zarodkéw (zwieksza efektywnosé transferu). Przektada sie to na obnize-
nie potencjalnej liczby transferéw i stymulacji hormonalnych potrzeb-
nych do uzyskania cigzy, zmniejszenie liczby zarodkéw przeznaczonych
do kriokonserwacji, co wptywa na zmniejszenie kosztéw zabiegu dla pa-
cjenta-i-skrécenie terapii. PGT-A ogranicza takze ryzyko cigzy mnogiej,
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gdyz po przeprowadzeniu takiego badania podaje sie zwykle pojedyncze
zarodki [39].

3.2. PGT ze wskazan niemedycznych

Jedna z najwiekszych kontrowersji etycznych dotyczacych PGT odnosi
sie do zastosowania tego typu badan w celach niemedycznych, takich
jak wybor cech fenotypowych dziecka (tzw. designer-baby). W-Polsce,
wedtug regulacji prawnych w zakresie wspomagane] prokreacji (Dz. U.
Poz. 1087, Art. 26 ust. 1i 2 ustawy z dnia 25 czerwca 2015 r. o lecze-
niu nieptodnosci), niedopuszczalne jest stosowanie PGT w celu wyboru
cech fenotypowych, w tym pftci dziecka, z wyjatkiem sytuacji, gdy wy-
bor taki pozwala unikng¢ ciezkiej, nieuleczalnej.choroby dziedzicznej.
Selekcja ptci jest zabroniona takze m.in. w Wielkiej Brytanii, Australii,
Kanadzie, Chinach, Indiach, jednak jest legalna-w wiekszosci krajow
na $wiecie, w tym w Stanach Zjednoczonych. Mimo to ASRM aktywnie
zniecheca do czysto wybiérczego stosowania PGT w selekcji ptci o cha-
rakterze spotecznym. ESHRE przeciwstawia sie PGT dla zastosowan
niemedycznych, lecz zaakceptowato selekcje ptci w kontekscie bilanso-
wania rodziny.

Zastosowanie PGT w selekcji-ptci jest uznawane za procedure nie-
etyczng ze wzgledu na potencjalne zagrozenia, takie jak (i) zaburzenie
stosunku ptci w spoteczenstwach, (ii) dyskryminacje kobiet i (iii) odrzu-
canie zdrowych zarodkdow niepozadanej ptci. Szczegdlnie niebezpiecz-
ny wydaje sie brak monitarowania i regulacji prawnych w stosunku do
selekcji ptci w PGT. Wsérod 192 cykli PGT przeprowadzonych w latach
2003-2004 w jednejz klinik w Libanie 96,3% stuzyto selekcji ptci, z cze-
go w przypadku 94,1% byta to selekcja ptci meskiej [40]. Jednoczesnie
badania w spoteczenstwie amerykanskim pokazaty, ze nie ma odchy-
len preferencji w stosunku do zadnej ptci z wyjatkiem preferencji pici
meskiej w niektérych grupach etnicznych pochodzenia chinskiego, in-
dyjskiego i bliskowschodniego, ktére stanowia niewielki procent popu-
lacji Stanow Zjednoczonych [41]. Wyniki powyzszych badan wskazuja
na istotny wptyw pochodzenia kulturowego i etnicznego rodzicéw na
preferencje ptci dziecka, a takze dowodzg potrzeby wprowadzania pan-
stwowych regulacji prawnych w krajach dopuszczajacych selekcje ptci
w PGT.
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3.3. Badania uktadu zgodnosci tkankowej zarodka (PGT-HLA)

PGT potaczone z selekcjg pod katem zgodnosci tkankowej (HLA-mat-
ching, HLA typing) jest badaniem skierowanym do rodzicéw posiada-
jacych juz chore potomstwo. Badanie polega na testowaniu.genow-ko-
dujacych ludzkie antygeny zgodnosci tkankowej, czyli ludzkie antygeny
leukocytarne (human leukocyte antigens, HLA) w materiale pobranym z za-
rodka. Procedura ta doprowadza do urodzenia dziecka-zgodnego tkan-
kowo z chorym rodzenstwem, ktére mogtoby by¢ dawca krwiotwdrczych
komorek macierzystych lub krwi pepowinowej w celu leczenia rodzen-
stwa dotknietego chorobg genetycznie uwarunkowana.

PGT potaczone z typowaniem HLA znacznie podnosi prawdopodo-
bienstwo narodzin zdrowego dziecka u par obcigzonych genetycznie,
ale réwniez zwieksza szanse na wyleczenie potomstwa cierpigcego na
powazna chorobe. Przeszczep hematopoetycznych’komérek macierzy-
stych jest jedng z najlepszych form terapii w wielu nabytych i dziedzicz-
nych zaburzeniach hematologicznych.u dzieci, takich jak alfa- i beta- tala-
semia, ostra biataczka szpikowa i anemia sierpowata. Metoda wykazuje
wysoka skutecznos¢ lecznicza, jednak jedynie 30% pacjentéw jest w sta-
nie znalez¢ odpowiedniego dawce komérek macierzystych w swojej ro-
dzinie. Prawdopodobienstwo .znalezienia dawcy niespokrewnionego
jest wyzsze (ok. 70%), jednak obarczone wiekszym ryzykiem powiktan,
nizszym wskaznikiem przezywalnosci i mniejsza skutecznoscia terapeu-
tycznag [42].

Pomimo wysokiej wartosci terapeutycznej, zastosowanie PGT w ty-
powaniu zgodnosci tkankowej jest wysoce kontrowersyjne. Argumen-
tem strony sprzeciwiajace;j sie tej metodzie jest m.in. niedopuszczalnosé
powotywania na swiat dziecka w celu ratowania innego dziecka, gdyz
moze to by¢ zwigzane z uprzedmiotowionym podejsciem rodzicow do
urodzonego w ten sposdb potomstwa. Problemem, o ktérym sie dysku-
tuje, jest takze niemoznosé uzyskania swiadomej zgody od pacjenta pod-
dawanego przeszczepowi. Przeciwnicy tego stanowiska opowiadajg sie
jednak za tym, ze nie ma powodéw, dla ktérych mozna by z géry stwier-
dzi¢, ze'rodzice korzystajacy z metody typowania HLA nie bedja trakto-
wali swojego dziecka jako petnowartosciowej istoty ludzkiej [43]. Meto-
da typowania HLA w PGT pozostaje nielegalna w wiekszosci panstw na
sSwiecie, poza m.in. Stanami Zjednoczonymi, Wielka Brytania, Hiszpania,
Belgig,-Wtochami i Francja. W Polsce w 2014 r. odnotowano pierwszg
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probe tego typu diagnostyki zakorniczong sukcesem (urodzeniem zdro-
wego dziecka) [44].

3.4. PGT dla choréb wieku dorostego

Od momentu wprowadzenia PGT-M dla dziedzicznych choréob wieku
dzieciecego o ciezkim przebiegu zasieg zastosowania tej metody w sto-
sunku do innych chordéb systematycznie sie powieksza, Druga grupa
choréb, dla ktérych w niektérych panstwach wykorzystanie PGT zo-
stato uznane za uzasadnione, byty choroby wieku dorostego o ciezkim
przebiegu. Do takich choréb nalezg m.in. choroby neurodegeneracyjne,
takie jak plasawica Huntingtona i wczesnoobjawowa posta¢ choroby
Alzheimera. Od konca lat 90. XX wieku PGT-M stosuje sie takze w pre-
wencji dziedziczenia genetycznej predyspozycji do howotwordéw dzie-
dzicznych, takich jak nowotwory jelita grubego, piersi, jajnika, rodzinna
retinoblastoma, zespét Li-Fraumeni, neurofibromatozy i inne oraz dzie-
dziczne choroby uktadu krazenia (np..rodzinna kardiomiopatia przero-
stowa i rozstrzeniowa, dystrofia miesniowa Emery’ego-Dreifussa) [45,
46]. Poniewaz osoby dotkniete takimi‘chorobami pozostajg zdrowe az
do ujawnienia sie choroby, najczesciej w czwartej dekadzie zycia, stusz-
nos¢ zastosowania PGT w takich-przypadkach jest podawana w watpli-
wos¢ lub krytykowana.

Obecne rozwazania obejmuja ocene prawdopodobienstwa rozwoju
zaburzen o danym podtozu genetycznym i potencjalnych mozliwosciach
ich leczenia. W niektérych zespotach dziedzicznej predyspozycji do za-
chorowan na nowotwory wyniki oceny ryzyka sa niejasne [47]. Komisja
etyczna ASRM popiera tego typu diagnostyke zarodkéw, gdy badana
choroba jest powazna i nie sg dostepne dla niej zadne bezpieczne, sku-
teczne terapie. Jednak w wypadku choréb dominujacych wieku doroste-
g0 o ciezkim przebiegu‘decyzja o PGT-M jest najczesciej podejmowana
przez pary, w ktérych jedno z rodzicéw jest obcigzone genetycznie i obar-
czone skréconym przewidywanym czasem zycia. Posiadanie dziecka wol-
nego od choroby u takich par oznacza, ze dziecko najprawdopodobniej
przedwczesnie straci rodzica, bedac ciggle od niego zaleznym. Stad po-
wstaje watpliwosé, czy udzielenie pomocy w przyjsciu na Swiat dziecka
w sytuacji, gdy jego rodzic moze umrzec przedwczesnie, jest dziataniem
odpowiedzialnym. Niektdrzy lekarze i osrodki moga odmdéwié oferowa-
nia takich ustug [48]. ASRM zdecydowanie zaleca, aby doswiadczony ge-
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netyk kliniczny odgrywat gtéwng role w konsultowaniu pacjentéw roz-
wazajacych takie procedury.

3.5. PGT i edycja genomu zarodkowego
W zaleznosci od regulacji legislacyjnych danego panstwa zarodki zdia-
gnozowane w PGT jako nieprawidtowe sg odrzucane lub dtugotermino-
wo kriokonserwowane, a pacjentka moze sie zdecydowac na ponowng
stymulacje hormonalng i punkcje jajnikéw w celu uzyskania puli komo-
rek jajowych zdolnych do zaptodnienia. W niektérych panstwach do-
puszczalne jest prowadzenie badan na niedopuszczonych do transferu
zarodkach, co w ostatnich latach przyczynito sie do pierwszych préb za-
stosowania metod inzynierii genetycznej na ludzkich zarodkach w Chi-
nach, Stanach Zjednoczonych i Wielkiej Brytanii. Sposréd opublikowa-
nych dotychczas badan, w ktorych edytowano ludzki genom zarodkowy,
najwieksze kontrowersje wzbudzity doswiadczenia z uzyciem technolo-
gii CRISPR/Cas9, ktéra umozliwita korekcje heterozygotycznej delecji
o dtugosci 4bp (g.9836_9839 del) w genie MYBPC3 z wysoka wydajno-
$cig 72,4% (42/56 zarodkow), przy zachowaniu wysokiej specyficznosci
(niskiej wykrytej liczbie btedéw typu off-target) [49]. Wysoka doktad-
nos¢, wydajnosé, szybkosc¢ oraz.szeroka dostepnos¢ metody CRISPR/
Cas9 powoduja, ze jej zastosowanie w praktyce medycznej w przyszto-
sci wydaje sie realne. Metoda CRISPR/Cas9 zostata takze wykorzystana
do modyfikacji genomu zarodka w celu badania funkcji genéw w kontek-
$cie rozwoju embrionalnego cztowieka [50].

Autorzy doswiadczen prowadzonych na ludzkich zarodkach wierza
w jej potencjalne"wykorzystanie do eliminacji patogennych wariantéw
genetycznych w zarodkach obcigzonych genetycznie, wytaczonych z puli
transferowej. Takapraktyka miataby zwiekszy¢ liczbe dostepnych zarod-
kéw dla par, ktérym nie‘udato sie uzyskac cigzy przez transfer zarodkéw
prawidtowych. W ten sposéb metody inzynierii genetycznej stanowityby
technologie uzupetniajacg w stosunku do PGT. W teorii takie podejscie
zwiekszytoby szanse na sukces reprodukcyjny u par obcigzonych gene-
tycznie, ograniczatoby narazanie pacjentek na wielokrotng stymula-
cje'hormonalng i skrocitoby czas do uzyskania cigzy. Jednak ingerencja
w DNA zarodkéw jest zwigzana z wieloma problemami etycznymi i re-
gulacje prawne wiekszosci panstw $wiata nie dopuszczaja prowadzenia
tego-typu doswiadczen. Ponadto osiggniecie zadowalajacej pewnosci,
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powtarzalnosci, a takze precyzji, bezpieczenstwa i wiarygodnosci meto-
dy wymagatoby przeprowadzenia wielu badan i jest najprawdopodobniej
odsuniete w czasie.

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
nrPOIR.02.03.02-14-0092/17.
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