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SISSEJUHATUS

Kehaviline viljastamine (in vitro fertilization, IVF) on tunnustatud viljatuse ravi meetod.
Vaatamata sellele on protseduuri edukus suhteliselt madal ning selle pohjuseks peetakse
varajastes inimese embriiotes sageli esinevat kromosoomide arvu patoloogiat ehk
aneuploidiat. IVF annab vdimaluse analiiiisida varajase embriio arengut véljaspool naise
organismi ja selle geneetilist seisundit enne siirdamist. Embriiotes esineva kromosomaalse
ebastabiilsuse uurimine annaks rohkem teadmisi selle pohjuste kohta ja voimaldaks liikuda
efektiivsema viljatuse ravi suunas. Inimese embriiote uurimisega kaasnevad aga eetilised
piirangud, mis ei vdoimalda uurida loomulikult arenevaid embriioid. Seega puuduvad andmed

in vivo olukorra kohta.

Praegu puudub ka mudelorganism, mis sobiks selliste uuringute ldbiviimiseks, kuna teiste
imetajaliikide embriiote kohta pole piisavalt informatsiooni. Vastavaid uuringuid on

ennekdike takistanud kogu genoomi analiiiisi voimaldavate mikrokiipide puudumine.

Veise munarakkude ja embriiote puhul saab kasutada iilegenoomset mikrokiipi, mis
vOimaldab analiiiisida veise embriioid koigi 60 kromosoomi suhtes. Senini on veise
embriiotest korraga analiilisitud ainult iiksikuid kromosoome ning praegu on selgusetu, kas
inimesele omane korge kromosoomipatoloogiate esinemissagedus esineb ka teiste imetajate

varajastes embriiotes.

Bakalaureuseto6 eesméark on uurida kromosomaalset ebastabiilsust varajastes veise embriiotes

uhe raku tasemel.

Mirksonad: kehaviline viljastamine (IVF), preimplantatsiooniline geneetiline testimine

(PGT), aneuploidia, veis, embriio.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Kehaviiline viljastamine

Maailmas on tile 70 miljoni paari, kellel esineb probleeme laste saamisel (Ombelet et al.,
2008). Viljatuseks peetakse vOimetust rasestuda vidhemalt iihe aasta jooksul kaitsmata
vahekorra puhul voi kanda rasedust 10puni (Wang, 2011). Kehaviline viljastamine on
tunnustatud protseduur viljatuse raviks. Aastaks 2011 on protseduuri tulemusena siindinud
umbes neli miljonit last (Zhao et al., 2011). Selle ravi efektiivsus on raseduse saavutamisel
tasuvam ja mojusam kui teised (Reindollar et al., 2010). Vaatamata sellele on protseduuri
edukus suhteliselt madal — ainult 40% tsiikleid 16pevad elusa lapse siinniga (seisukoht 2011.
aastaks) (http://nccd.cdc.gov/). Peamiseks IVF ebadnnestumise pohjuseks on embriio

aneuploidia, mille tdttu embriio ei implanteeru voi rasedus katkeb (Scott et al., 2012).

Protseduur seisneb selles, et naiselt saadakse munarakke, mis seejdrel viljastatakse in vitro
(Austin, 1991). Hormonaalne teraapia vOimaldab indutseerida mitme folliikuli iiheaegse
arenemise: tihtipeale saadakse 10-20 munarakku iihe tsiikli kohta. Mitme munaraku

kéttesaamine voimaldab saavutada rasestumist vaiksema tsiiklite arvuga (Jones, 2008).

1.1.1. Viljastamine

Viljastamine toimub kas traditsioonilisel voi spermi siistimise meetodil. Traditsiooniline
meetod eeldab, et spermid viiakse kontakti munarakuga (Vitek et al., 2013). Siistimise
meetodil  toimub  viljastamine  ihe spermi  sisestamisel otseselt munarakku
mikromanipulatsiooni teel. Selline tehnika on saanud nimetuse tsilitoplasmasisene spermi
stistimine (intracytoplasmic sperm injection, ICSI) ning oli algselt vilja to6tatud paaride
raviks, kus mehe spermi omadused olid viga kehvad (Zhao et al., 2011). Seletamatu viljatuse
puhul, kui probleemi pohjusi ei ole voimalik tuvastada, voib kasutada molemat meetodit
korraga. Sel juhul osa munarakke viljastatakse traditsioonilisel meetodil ning teine osa ICSI
abil. Selline strateegia voimaldab vihendada traditsioonilise viljastamise ebadnnestumise

ohtu, olles samal ajal odavam kui ICSI meetod (Quaas ja Dokras, 2008; Vitek et al., 2013).

1.1.2. Embriiote selektsioon
Pérast viljastamist embriioid kultiveeritakse ning seejdrel valitakse parim ja siiratakse
emakasse. Tavaliselt valitakse embriioid morfoloogia jargi (Yang et al., 2012). Selektsiooni

kriteeriumiks on embriio rakkude ehk blastomeeride arv (vdhemalt seitse kolmandal pédeval),



multittumsuse puudumine ja varane ldigustumine kaheks rakuks (kuni 27 tundi pérast
viljastamist) (Sakkas et al., 2001; Sakkas et al., 1998). Normaalse 16igustumise kiirusega
embriiod on suurema tdendosusega ilma kromosomaalsete patoloogiateta vorreldes viga
acglaselt vOi véga kiiresti 10igustuvate embriiotega (Magli et al., 2007; Ziebe et al., 2003).
Parima implanteerumise potentsiaaliga embriiote valimine vdib baseeruda ka embriio voimel
jouda blastotsiisti staadiumini 5. paeval pédrast viljastumist (Gardner et al., 1998). Time-lapse
tehnoloogia voimaldab pildistada embriiot spetsiaalsete seadmetega ning jalgida tema arengut
24 tunni viltel 60pdevas. See suurendab selektsiooniks vajaliku info hulka ja kvaliteeti
(Kirkegaard et al., 2012). Vaatamata sellele ¢i ole kdik morfoloogiliselt normaalsed embriiod

kromosoomi defektideta (Barbash-Hazan et al., 2009).

Erijuhtudel kasutatakse geneetilist analiiiisi. Kui vanematel on teada mingi parilik geneetiline
defekt, siis teostatakse preimplantatsioonilist geneetilist diagnostikat (preimplantation genetic
diagnoosis, PGD), et teha kindlaks selle defekti olemasolu embriio genoomis.
Preimplantatsioonilist geneetilist soeluuringut (preimplantation genetic screening, PGS)
kasutatakse aga aneuploidia tuvastamiseks embriios, kui normaalse kariiotiiiibiga paaridel
esinevad probleemid viljakusega (Harper et al., 2012). Embriiote geneetiline testimine
kromosomaalsete patoloogiate suhtes voimaldab tuvastada embriiod, mis on normaalsed ning
mis emakasse siiratuna oleksid vdimelised implanteeruma. Seda infot kasutatakse embriio

valimisel (ASRM Practice Committee, 2008; Handyside et al., 1990).

1.1.3. Embriiote siilitamine
Mitme embriio iilekandmine emakasse iihe tsiikli jooksul tdstab mitmikute siindimise méira
(Ledger et al., 2006). Ulekandmiseks mitte valitud embriiod on vdimalik kriiosiilitada,

sulatada ja kasutada jargnevates alamtsiiklites, tdstes sellega lildise raseduse mééra ithe IVF

tsiikli kohta (Macklon et al., 2006).

Kriiosdilitamine on elusrakkude sdilitamine madalal temperatuuril, tavaliselt —196°C juures
vedelas ldmmastikus. Inimeste reproduktiivsete kudede kriiosdilitamiseks kasutatavad
meetodid peavad tagama nende kudede korge eluvoime pérast sulatamist (Zhao et al., 2011).
Vaatamata sellele voib kriiosdilitamise protsess kahjustada embriioid 1dbi rakusiseste

jaakristallide tekke (Granne et al., 2008; Loutradi et al., 2008).



1.2. Preimplantatsiooniline geneetiline testimine

Preimplantatsiooniline geneetiline testimine (preimplantation genetic testing, PGT) hdlmab
rakulise biopsia proovi hankimist IVF tsiikli tulemusena saadud arenevast munarakust voi
embriiost, selle geneetilise koostise hindamist ja info kasutamist implanteerimiseks parima
embriio valimisel. Seda jagatakse kaheks suunaks: diagnostika ja soeluuring (Brezina et al.,

2012).

Preimplantatsiooniline geneetiline diagnostika on vilja to6tatud paaride jaoks, kellel esinevad
parilikud geneetilised haigused, et ennetada haigete laste siindi voi raseduse katkemisi (Van
der Aa et al.,, 2013). Tavalised nididustused on mendelliku parandumisega haigused, X-
liitelised retsessiivsed haigused ja kromosomaalsed aberratsioonid (Goossens et al., 2012).

PGD ei ole vdimalik 18bi viia juhul, kui geneetiline defekt on teadmata (Brezina et al., 2012).

Preimplantatsiooniline  geneetiline sdeluuring on suunatud paaridele normaalsete
kariiotiitipidega, kellel on probleemid viljakusega vanuse, korduvate raseduste katkemiste,
korduvate implantatsiooni ebadnnestumiste voi mehe viljatuse tottu. PGS eesmérgiks on

tuvastada de novo tekkinud kromosoomiarvupatoloogiaid (Harper et al., 2012).

1.2.1. Biopsia

PGT jaoks on vdimalik kasutada kolme tiilipi biopsiaid: polaarkeha, 15igustumise staadiumi ja
blastotsiisti staadiumi biopsiat (Tabel 1). Munaraku arengu kédigus meiootiliste jagunemiste
tulemusena tekivad polaarkehad, mis sisaldavad naise DNA-d, mida saab kasutada biopsiaks.
Pérast viljastamist algab 16igustumine ning 3. pdevaks koosneb embriio 6-8 rakust. Biopsia
all moistetakse ithe raku eemaldamist analiitisi 1abiviimiseks (Brezina et al., 2012). Selline
biopsia on tédnapéeval enimkasutatud meetod PGT-ks (Harton et al., 2011). Umbes 5. pdevaks
on toimunud rakkude diferentseerumine sisemiseks rakumassiks, millest kujuneb embriio, ja
trofektodermiks, millest kujuneb platsenta. Analiiiisiks vOetakse mitu trofektodermi rakku
(Brezina et al., 2012). Uuringud niitavad, et trofoblastide biopsia annab paremaid tulemusi
vorreldes 10igustumise staadiumis blastomeeride analiilisiga ning tdendoliselt asendab

tulevikus teisi biopsia meetodeid (Harton et al., 2011).

PGT kéigus hinnatakse teatud vanematel esineva geneetilise defekti olemasolu raku/rakkude
genoomis PGD puhul vai kontrollitakse aneuploidia esinemist PGS puhul (Handyside et al.,
1990; Zhao et al., 2011). Parast analiiiisi valitakse 1iks vOi mitu tervet embriiot emakasse
siirdamiseks. Pérast diagnoosi on Onnestunud raseduste tase ithe embriio kohta ca 30%

(Goossens et al., 2012).



Tabel 1. Biopsia tiilipide eelised ja puudused (Illumina, 2014)

Polaarkeha (Christopikou et al., 2013)

Eelised

Embriiost ei eemaldata midagi.

Ainuke lubatud vOimalus modnedes riikides
(Harton et al., 2011).

Annab piisavalt aega analiilisiks enne siirdamist.
Teostatav koikide patsientide puhul.

Annab informatsiooni aneuploidia paritolust.

Puudused

Ei tuvasta isapoolset aneuploidiat.
Ei tuvasta mitootilisi vigu.
Nouab paljude proovide testimist

uhe tsukli kohta.

Loigustumise staadium

Eelised

Kasutatakse kodige enam.

Analiiiisitakse =~ molema  vanema  poolset
aneuploidiat.

Annab piisavalt aega analiilisiks enne siirdamist.

Teostatav enamuse patsientide puhul.

Puudused

Mosaiiksus on koige levinum
selles staadiumis.

V4ib mojutada embriio eluvdimet.

Blastotsiisti staadium

Eelised

Vihem mosaiiksust kui 16igustumise staadiumis.
Analiiiisib mitu rakku, vihendades
ebadnnestumise riski ja tdstes tundlikkust
mosaiiksuse suhtes.

Analiiiisib mélema vanema poolset aneuploidiat.

Viike voi olematu moju embriio eluvdimele.

Puudused

Ajaliselt  surve all  vérske
siirdamise puhul.
Voib olla sobimatu olukorras, kus

ei moodustu palju blastotsiiste.

1.2.2.

Metoodika

Metoodika baseerub kontseptsioonil, et peaaegu kodik embriiot moodustavad blastomeerid voi

trofoblastid on geneetiliselt identsed ning lubavad ennustada kogu embriio genoomi

analiilisides ithe voi mitu biopsia teel saadud embriio rakku (Zhao et al., 2011).

PGD kasutab kahte klassikalist meetodit:

genotiipiseerimine monogeensete haiguste tuvastamiseks;

fluorestsents in situ hiibridisatsiooni (fluorescence in situ hybridization; FISH) analiiiis

kromosoomide aberratsioonide kindlaks tegemiseks voi soo madramiseks, kui

tegemist on X-liitelise retsessiivse haigusega (Coonen et al., 1998; Van der Aa et al.,

2013).




Nii FISH-i kui ka genotiipiseerimise peamiseks puuduseks on lookusspetsiifilisus, mis vajab
pere-spetsiifilist disainimist ja vGtab palju aega. Antud meetodid ei ole ka vdimelised
tuvastama de novo tekkinud defekte kogu genoomi ulatuses (Van der Aa et al., 2013). FISH
analiiiisi tehniliselt limiteerivaks asjaoluks on lisaks veel piiratud arv proove, mida on
voimalik korraga hiibridiseerida (Weier et al., 1999). See tdhendab, et analiiiisitakse ainult
teatud arvu kromosoome ning teiste kromosoomide kohta diagnoosi ei saa (Brezina et al.,
2012).

Ka PGS-i ldbiviimiseks kasutatakse traditsiooniliselt FISH tehnoloogiat (Harper ja Sengupta,
2012). Suur arv randomiseeritud kliinilisi uuringuid ei ndidanud aga IVF edukuse paranemist
FISH-pohineva PGS kasutamisel (Mastenbroek et al., 2011). FISH vdimaldab analiitisida
vaheseid kromosoome, mis on kiill kdige sagedamini tdheldatud raseduste katkemistel ja
aneuploidse genoomiga laste siindimisel, aga ei pea olema koige olulisemad varajaste
embriiote jaoks. See vOib pohjustada embriiote siirdamist, milledes esineb aneuploidne

kromosoom, mida ei olnud eelnevalt analiiiisitud (Fiorentino et al., 2014).

Téanapédeval on vilja to6tatud meetodid, mis voimaldavad detekteerida nii paranduvaid kui ka
de novo tekkinud DNA koopiaarvu variatsioone iile koigi 24 kromosoomi. Koik need
meetodid on véga tépsed, aga enamus vajab kogu-genoomi amplifikatsiooni ning on seetdttu
tundlik artefaktide ja miira suhtes (Handyside, 2013). Need meetodid asendavad tdoendoliselt
jark-jargult klassikalisi (Gutierrez-Mateo et al., 2011; Treff et al., 2011). Nende puuduseks on
aga korgem hind ja analiiiisi kestus (Van der Aa et al., 2013).

1.2.3. Riskid

PGT-ga seotud vdimalikud riskid on embriio kahjustused biopsia kdigus ja vale

diagnoosimine.

Embriio kahjustused on seotud sellega, et embriiolt voetakse dra iiks voi mitu rakku. Kui
rakud voetakse loigustumise staadiumis, siis koik blastomeerid on veel totipotentsed ehk
diferentseerumist ei ole veel toimunud ja iga rakk on vdimeline edasi arenema
tervikorganismiks (Hassold et al., 1980). Teoreetiliselt, see voib aeglustada embriio arengut,

aga ei tohiks pohjustada anatoomilisi defekte.

Vale diagnoosimine on tingitud meetodite tehnilistest piirangutest, inimeste vigadest ja
embriio mosaiiksusest (Brezina et al., 2012). Mosaiiksuse tottu voib 16igustumise staadiumis
analiitisitud rakk mitte iseloomustada embriio kromosoomide seisundit (Harton et al., 2011).

Uuringud on néidanud, et mosaiiksuse tase on oluliselt madalam viiendaks pdevaks pérast
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viljastamist. Vaatamata sellele esineb ka blastotsiisti staadiumis madal dissonantsi tase
trofektodermi ja sisemise rakumassi vahel. Seega siilib vale diagnoosimise risk isegi parimate

meetodite kasutamisel (Brezina et al., 2012).

1.3. Kromosomaalne ebastabiilsus varajases embriios

Mitmed uurimistodd nditasid, et inimese munarakkude ja varajaste embriiote
tahelepanuvadrseks isedrasuseks on vidga sagedased blastomeeride kromosomaalsed
aberratsioonid (Mertzanidou et al., 2013; Robberecht et al., 2010). Ligikaudu 70% embriiotes
esineb  kromosoomipatoloogia, kusjuures kromosoomihaiguseid esineb ainult <1%
vastsiindinutest. Seega esinevad arengu kéigus protsessid, mis vélistavad haige lapse siinni,
kuna kromosoomipatoloogiaga embriio ei implanteeru voi rasedus katkeb (Vanneste et al.,
2011). Arvatakse, et kromosomaalsete defektidega embriiod on kiill viimelised 1d6igustuma,
aga enamik on elimineeritud edasise arengu kaigus (Plachot et al., 1987). Varajase
embriiogeneesi kromosomaalse ebastabiilsuse olemuse ja esinemissageduse uurimine annab

teadmisi inimese viljatuse pohjuste kohta (Vanneste et al., 2009).

Kromosomaalset ebastabiilsust iseloomustab kdrgendatud kromosoomide voi kromosoomi
osade duplikatsioonide vdi deletsioonide tase rakutsiikli kohta, mis viib rakkude vahelise
varieeruvuseni. Selline ebastabiilsus esineb varajastes embriiotes ja meenutab

kromosomaalset ebastabiilsust inimese vahkides (Geigl et al., 2008).

In vitro uuritud kromosomaalne ebastabiilsus esineb tdendoliselt ka in vivo, kuna mitte
rohkem kui 30% viljastumistest 10pevad elussiindimisega (Macklon et al., 2002), rohkem kui
50% iseeneslikke aborte on pohjustatud kromosomaalse ebastabiilsuse poolt (Benkhalifa et
al., 2005; Fritz et al., 2001) ning vastsiindinutes on tihti tdheldatud terminaalseid deletsioone,
duplikatsioone, isokromosoome ja mosaiiksust (Schinzel, 2001). Teiste imetajate (hiir, veis,
lammas) embriiotega teostatud uuringud nditavad, et aneuploidia esineb in vitro sagedamini
kui in vivo (Coppola et al., 2007). See tdhendab, et inimese IVF embriiotes tdheldatud
aneuploidia tase on ilmselt suurem kui loomulikult arenevates embriiotes, mis ei ole

uurimiseks kéttesaadavad (Barbash-Hazan et al., 2009).

1.3.1. Meiootiline aneuploidia

Embriiote kromosoomide defektide tekkemehhanismid on védga erinevad. Ligikaudu
kolmandikul juhtudel esineb embriio koikides rakkudes sama kromosoomiarvu patoloogia ehk
aneuploidia. See tdhendab, et kromosoomide arv rakus ei ole haploidse arvu korrutis

11



(Nagaoka et al., 2012). Selline aneuploidia on meiootilise péaritoluga ning esineb juba
munarakus v0i seemnerakus. Kromosoomide lahknemise hidired ja kromosoomipatoloogiad
tekivad ennekoike munarakkude meioosi | jagunemise vigade tulemusena, seega esineb
aneuploidiaid munarakkudes sagedamini kui seemnerakkudes (Hassold ja Hunt, 2001).
Munarakkudes esineva aneuploidia sagedus varieerub 2,8%-st kuni 65%-ni, kasvades naise
vananemisega (Beck-Fruchter et al., 2014; Kuliev et al., 2003). See on tdenéoliselt pikaajalise

kromosoomide aresti tulemus esimese meiootilise jagunemise kaigus (Capalbo et al., 2013).

1.3.2. Mosaiiksus

Lisaks aneuploidiale vdib embriiotes esineda mosaiiksus, mille korral tekivad kromosoomide
lahknemise hédired blastomeeride mitootiliste rakujagunemiste kédigus (Robberecht et al.,
2010). Sellisel juhul esineb kromosoomide arvu defekt ainult nendes embriio rakkudes, mis
on ithe ja sama raku jarglased. Tulemuseks on mosaiikne embriio, mis koosneb kas
diploidsetest ja aneuploidsetest rakkudest voi ainult aneuploidsetest rakkudest, kus erinevates

rakkudes on erinevad aneuploidsed kromosoomid (Vanneste et al., 2009).

Mitootiliste vigade esinemine on sagedasem esimese kolme Idigustumise kdigus pérast
viljastumist ning vdheneb jidrgnevates arengustaadiumites. See on tingitud aneuploidsete
rakkude vastu suunatud valikust voi eneseparandamise mehhanismidest. Kui mosaiikse
embriio blastomeeridest on viahemalt 2/3 normaalseid, siis vdib temast saada kromosomaalselt
normaalne loode (Joonis 1) (Li et al., 2005b; Robberecht et al., 2010). Samuti voib toimuda
kromosomaalsete aberratsioonide edasine omandamine jdrgnevates arengustaadiumites
(Frumkin et al., 2008). Seega lisaks selektsioonile kromosomaalselt ebanormaalsete embriiote
vastu toimib veel valik raku tasemel ebanormaalsete blastomeeride suhtes (Vanneste et al.,
2009). Valik toimib nii enne kui ka pérast embriio implanteerumist (Barbash-Hazan et al.,
2009).
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Joonis 1. Inimese embriio areng blastotsiisti staadiumini (Robberecht et al., 2010).
Erinevad vérvid iseloomustavad mosaiiksust, kus rohelised on normaalsed diploidsed
blastomeerid ning oranzid, punased, sinised ja pruunid on blastomeerid, kus esinevad
mitootilise péritoluga kromosomaalsed defektid. Kui embriio jouab blastotsiisti staadiumini,
siis (a) voivad defektsed rakud minna kaotsi negatiivse selektsiooni tottu; (b) segregeeruda
trofektodermi, mis pdhjustab platsentaarset mosaiiksust; voi (c) neid leidub nii sisemises

rakumassis kui trofektodermis, mis pdhjustab mosaiiksust ka embriios.

1.3.3. Eneseparandamise mehhanismid

Eneseparandamine toimub umbes 20% aneuploidsetes embriiotes ja on tdendolisem arengu
kaigus blastotsiistiks kui hilisematel staadiumitel (Allan et al., 2004; Barbash-Hazan et al.,
2009).

Eneseparandamise mehhanismide hulka kuuluvad rakutsiikli peatumine, apoptoos ehk
programmeeritud rakusurm, eneseparandamine ehk iileliigse kromosoomi eemaldamine voi
puuduva kromosoomi asendamine paaritu kromosoomi duplikatsioon teel ning eelistatud
suunamine nditeks trofektodermi moodustamiseks (Joonis 2) (Mantikou et al., 2012). Kui
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ebanormaalsete rakkude arv iiletab kindla kiinnise, siis viib see kogu embriio

degradeerumiseni (Evsikov ja Verlinsky, 1998).

, ——
@ — ) ) Normaalne mitoos
@ — )t Eneseparandamine

@ —- Apoptoos
@ — @ Rakutsiikli peatumine

Eelistatud suunamine

Joonis 2. Mitootilise aneuploidia saatus (Mantikou et al., 2012), kohandatud.

1.3.4. Struktuuridefektid

Embriio rakkudes voivad esineda ka kromosoomide struktuuridefektid, mille korral esinevad
kromosoomi teatud piirkodades DNA deletsioonid voi duplikatsioonid. Kuigi viljastatud
munarakud on enamuses kromosomaalselt balansseeritud, esinevad iile 50% embriiotes
10igustumise staadiumis segmentaalsed ebastabiilsused kromosoomide otstes. Terminaalseid
ebastabiilsusi vOib klassifitseerida kui lihtsaid ja kompleksseid. Lihtsate hulka kuuluvad
terminaalsed deletsioonid, duplikatsioonid ja amplifikatsioonid. Kompleksseteks voib pidada
terminaalseid ebastabiilsusi, millega kaasneb segmentaalne aneuploidia. Sagedased on ka
murdepunktid tsentromeeri piirkonnas, mis voivad pdhjustada terve ola deletsiooni voi
duplikatsiooni (Vanneste et al., 2009). Osades rakkudes de novo tekkinud DNA koopiaarvu
muutused voivad esineda genoomi piirkondades, mis vOivad sisaldada geene. Kui aneuploidia
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ja mosaiiksus tekivad pdrast kromosoomide lahknemishéireid, siis DNA koopiaarvu muutused
tekivad peamiselt DNA replikatsiooni probleemide tottu (Robberecht et al.,, 2010).
Kompleksse terminaalse deletsiooniga kaasneb tihti iilejadnud kromosoomisegmentide
duplikatsioon. Kui selline ebastabiilsus on tuvastatud iihes blastomeeris, siis 6de-blastomeeris
on sageli tuvastatud vastava deleteeritud segmendi duplikatsioon, kusjuures veel iiks dde-
blastomeer on monosoomne vigastatud kromosoomi suhtes. Lihtsad ja komplekssed
ebastabiilsused voivad eksisteerida koos ithe embriio ulatuses erinevates kromosoomides
(Vanneste et al., 2009).

1.4. In vitro produtseeritud veise embriiod

Veise genoom on pakitud 60 kromosoomi, nendest 58 on autosoomid ning viimase paari
moodustavad sugukromosoomid X ja Y (Elsik et al., 2009). Inimese genoom on
organisatsiooni poolest sarnasem veise genoomile kui hiire omale, kuna enamik veise
kromosoome on eelkdige vastavuses inimese genoomiga, kuigi mitme iimberkorraldusega

(Everts-van der Wind et al., 2005).

Tingimused, milledes toimub kehavéline veise munarakkude kiipsemine ja viljastamine ning
stigoodi ja embriio kasvatamine, mdjutavad embriio rakkude arvu, morfoloogiat ja eluvdoimet
parast siirdamist. MGju avaldub ka platsenta moodustumisele ja embriio edasisele arengule

(Farin ja Farin, 1995).

Eriti veistel on sagedased varased implantatsioonijirgsed arengu peatumine ja abort (Li et al.,
2005a). Enamus embriio surmasid esineb esimese ja teise tiinuse kuu vahel, siis kui toimub
platsenta kinnitumine (Heyman et al., 2002). Arenguhiirete tekkel vdivad kaasa aidata
kromosomaalsed ebastabiilsused (Burgoyne et al., 1991). Sellised defektid esinevad kuni 70%
in vitro ja ca 25% in vivo produtseeritud veise embriiotest ning pohjustavad kas téielikku voi
osalist poliiploidsust (mosaiiksust) (Viuff et al., 2000). Mosaiiksetes embriiotes on 70%
rakkudest siiski diploidsed; tilejaanud 30% rakkudest esineb tri-, tetra-, harvem heksaploidsus
(Li et al., 2005a). Mosaiiksuse korral on sagedaseim diploidsus-triploidsus ning poliiploidsuse
puhul triploidsus (Joonis 3).
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Joonis 3. Veise 6. ja 7. kromosoomi FISH analiiiis (Viuff et al., 2000). 6. kromosoom on
margitud punase ja 7. kromosoom rohelise fluorofooriga. A) Diploidne blastomeer, mis annab
kaks signaali molemalt kromosoomilt. B) Triploidne blastomeer, mis annab kolm signaali

igalt kromosoomilt.

Ulatuslikku ja pikaajalist moju blastotstisti arengule ja tulevase embriio rakkude arvule omab
esimese 10igustumise aeg parast viljastamist (Yadav et al., 1993). Seega poliiploidsus on
tdendoliselt peamine pdhjus, miks sellised embriiod arenevad aeglaselt ning harva jouavad

blastotsiisti staadiumini (Holm et al., 1998; Viuff et al., 2000).

Téielik voi osaline poliiploidsus on sagedased alates embriio teisest elupdevast. Téielik
poliiploidsus esineb alla 10% embriiotest ning ilmselt kestab 8-raku staadiumini ja hilisematel
arengustaadiumitel ei esine. See vOib olla tingitud sellest, et ebanormaalsed embriiod
elimineeruvad alates teisest elupdevast ning kaovad tdiesti enne embriionaalse genoomi
aktiveerimist veistel. Mosaiiksete embriiote puhul sellist seost arengustaadiumiga ei ole
taheldatud (De Sousa et al., 1998; Viuff et al., 2000). See tihendab, et kromosoomidefektid,
mis holmavad kogu kromosoomi komplekti on vastuolus embriio arenguga. Poliiploidsus voib
tekkida gametogeneesi voi IVF kiigus. Samuti voib poliiploidsuse teket stimuleerida rakkude
kultiveerimine in vitro (Viuff et al., 2000). Tekkesagedus varieerub ka liikide vahel (Lechniak
etal., 1996).

Mosaiiksus tekib tdendoliselt kas ebanormaalse viljastamise kdigus, nditeks poliispermia
puhul, voi embriio rakkude kultiveerimisel in vitro (Handyside ja Delhanty, 1997; Viuff et al.,
2000). Viimasel juhul voivad rakkudes tekitatud korvalekalded pohjustada ebanormaalset
kromosoomide eraldamist juba esimese 1digustumise kdigus. Sage postsiigootsete
kromosomaalsete defektide teke voib olla tingitud rakutsiikli kontrollpunktide puudusest enne

veise genoomi aktiveerimist. See aga seletab ainult vdikese osa tekkivast mosaiiksusest. Selle
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tekkimisel voivad olulist rolli omada ka rakkude kultiveerimistingimused, kuna in vivo
arenenud embriiotel on mosaiiksuse tase tunduvalt vdaiksem (Viuff et al., 2000). Samas on
toestatud, et kultiveerimisega kaasnevad fiilisilised tegurid ei suurenda poliiploidsuse taset

janese embriiotes (Schumacher et al., 1998).

Kromosomaalse mosaiiksuse mdju veise embriio arengule on veel teadmata. Mosaiiksuse
taseme kasv neljandast elupdevast kuni kaheksandani IVP siisteemis, mis efektiivselt

suurendas tiinestumist, nditab, et see defekt ei ole oluline tiineks jaamiseks (Viuff et al.,
1999).

Teooriad, kuidas ebanormaalsete blastomeeridega embriiost v3ib areneda normaalne loode, on

jargmised.

1. Apoptoos vdi valik iihe rakuliini vastu ei pea olema embriiole letaalne, kui esineb
normaalne stidamik (Jurisicova et al., 1996).

2. Tetraploidsed blastomeerid on hiirtel suunatud trofektodermi (James et al., 1995).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmirgid

Too eesmidrgiks on analiilisida veise 8-rakulises staadiumis olevaid embriioid

kromosoomidefektide suhtes.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Veise embriio rakkude kogumine

Kéesolevas to0s kasutati Rakvere Lihakombinaadist saadud veise munasarjadest eraldatud
munarakke, mis viljastati doonorpulli spermaga ning analiitisiti kolm 8-rakulises staadiumis
veise embriiot. Blastomeeride eraldamiseks ja iiksikrakkude saamiseks kasutati Ca®* ja Mg?*
vaba soddet ning rakke koguti iithe kaupa mikromanipulaatori abil. Embriio biopsia viidi ldbi
prof. Ulle Jaakma t66grupi spetsialistide poolt (Eesti Maaiilikool, Veterinaarmeditsiini- ja

Loomakasvatuse Instituut, Tartu).

2.2.2. Blastomeeride kogu-genoomi amplifikatsioon ja DNA puhastamine
Blastomeeride DNA amplifitseeriti MDA (multiple displacement amplification, MDA)
meetodiga kasutades Repli-G Single Cell kit’i (Qiagen). Amplifitseerunud DNA puhastati
kommertsiaalse High Pure PCR Product Purification kit’iga (Roche) vastavalt tootja poolt
koostatud juhendile.

MDA ehk mitme nihke amplifikatsioon on kogu-genoomi amplifikatsiooni tehnoloogia.
Denatureeritud DNA-le seonduvad juhuslikud heksameersed praimerid ning toimub nende
pikendamine. Siintees toimub konstantsel temperatuuril 30°C juures ning selle viib 1dbi
poliimeraas @29, millel on proofreading ehk 3’—5’ eksonukleaasne aktiivsus. Siinteesi kdigus
liigub poliimeraas piki matriitsahela ja nihutab ees oleva komplementaarse ahela nii, et selle
ots ei ole enam matriitsiga seotud. Vabale otsale seonduvad praimerid ja sellest saab omaette
matriitsahel. Sellise amplifikatsiooni tulemuseks on pikad (2-70 kb) DNA fragmendid
(http://www.qiagen.com/).

2.2.3. Poliimeraas-ahelreaktsioon (PCR)
MDA kvaliteeti méérati poliimeraas-ahelreaktsiooni abil. PCR reaktsiooni jaoks kasutati veise

6., X- ja Y-kromosoomi spetsiifilisi praimereid. Praimerite jarjestused on toodud lisas. PCR

18



14bi viimiseks kasutati FIREPol® DNA Polymerase reagente (FIREPol® DNA poliimeraas 5
u/ul, Solis BioDyne; 10x reaktsioonipuhver; 25 mM MgCl,, Thermo Fischer Scientific) ja
nukleotiidide segu (dNTP Mix, 2 mM, Thermo Fischer Scientific). Amplifitseerimiseks
kasutati 50 ng veise DNA-d, kogu reaktsiooni ruumala oli 20 ul. Positiivseks kontrolliks veise
DNA asemel kasutati inimese DNA-d ja negatiivseks vett. Amplifitseerimisel kasutati

masinat PTC-200 Thermo Cycler (GMI Inc.) ning jargmist programmi:

¢ DNA algdenaturatsioon 95°C juures 5 min;

e 35 tsiiklit:
e denaturatsioon 95°C juures 30s,
e praimerite seondumine 55°C juures 30s,
e siintees 72°C juures 30s;

e |oppsiintees 72°C juures 10 min.

PCR produktide kvaliteeti kontrolliti 1,5% agaroosgeelil, kasutades markerit
O’RangeRulerTM 20 bp DNA Ladder (Thermo Fischer Scientific).

2.2.4. Veise embriiote aberratsioonide analiitis

Amplifitseeritud ja kontrollitud veise embriiorakkude DNA saadeti prof. Joris Vermeesch
laborisse (Inimese Inimgeneetika Keskus, Leuven Katoliku Ulikool, Leuven, Belgia)
edasiseks kiibianaliilisiks. Kdik uuritavad DNA-d analiiiisiti Illumina Inc. (San Diego, CA,
USA), Infinium Il tehnoloogia abil veise BovineSNP50 kogu genoomi BeadChip Kiipidel
(Illumina), jirgides tootjafirma poolt vilja todtatud standardprotokolle ja kasutades tootja
poolt valmistatud reaktiivide komplekte. Genotiipiseerimistulemused analiiiisisid projekti

koostddpartnerid Belgias, kasutades nende poolt vilja tootatud programmi.

2.3. Tulemused

Kiesolevas t60s uuriti kolm veise embriioid kromosoomipatoloogia suhtes. Analiiiis teostati
tihe raku tasemel. Kolme 8-rakulise veise embriio blastomeeride eraldamisel saadi kokku 23

blastomeeri ning tiks blastomeer laks kaotsi.

PCR ja jargnev geelelektroforees nditasid, et blastomeeride kogu-genoomi amplifikatsioon
kasutades MDA meetodit onnestus 15 raku (65%) puhul. PCR/geelelektroforeesi tulemused
on toodud Tabelis 2. Blastomeeri genoomi amplifitseerimine loeti dnnestunuks, kui geelis oli

ndhtav vdhemalt iiks kontrollitavatest kromosoomidest (6., X voi Y). Negatiivne (vesi) ja
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positiivne (inimese DNA) kontrollid olid geelil PCR produktidest vabad, mis tdhendab, et

proovides oli tegemist puhta veise DNA-ga.

Tabel 2. PCR/geelelektroforeesi tulemused. E1-E3 tdhistavad embriioid, B1-B8 tdhistavad
blastomeere. ,,+“ tdhendab, et PCR produkt oli geeli peal ndhtav; ,— tdhendab, et PCR
produkt ei olnud geeli peal ndhtav. Esimene mairk tdhistab 6., teine X- ja kolmas Y-

kromosoomi. Tiihi lahter néitab, et rakk oli kaotatud biopsia kdigus.

Bl B2 B3 B4 BS B6 B7 B8

Bl | +/+/— | +H/+- | —/—— | +H[+[— | +[+- | +[+/- | —[-[— | +H/+/-

B2 | +/+/+ | /- | +/-/+ | /- | /- | +/+/+ | —[-/-

E3 | +H/+/+ | /- | +/-/+ | +/-/+ | -+ | /- | +/-/+ | —/-/-

Vaatamata PCR/geelelektroforeesi andmetele kasutati kiibianaliitisiks koik 23 blastomeeri
DNA-d. Tulemused on toodud joonisel 4. Kiibianaliiiisi teostamisel keskenduti rohkem suurte
kromosomaalsete aberratsioonide leidmisele. Kiibianaliiiis néitas, et amplifitseeritud 15 (65%)
blastomeerist kaks (9%) ei andnud analiiiisil andmeid. Andmed puuduvad enamasti nendest
blastomeeridest, mis PCR/geelelektroforeesi ldbiviimisel ei andnud néhtavat produkti (Tabel
2). Vaatamata sellele, et E1B6 ja E2B1 PCR produktid olid geelis nihtavad, ei olnud
kiibianaliiiisi voimalik 1dbi viia andmete halva kvaliteedi tottu. E1B7 analiilis ei dnnestunud
ndrga signaali tSttu ning see tulemus langeb kokku PCR tulemusega, mis néitas, et E1B7

amplifikatsiooni ei toimunud.

PCR/geelelektroforeesi tulemused ei lange kokku kiibianaliilisi tulemustega kuue (26%)
blastomeeri X-kromosoomi suhtes — geelis ei olnud PCR produkti nidha, aga kiibianaliiiis
nditas, et kromosoom on nendes rakkudes ikkagi olemas. Sarnane olukord on ka Y-
kromosoomiga: PCR/geelelektroforeesi tulemuste jargi puudub antud kromosoom seitsmest
(30%) rakust, samas kui kiibianaliiiisi jirgi on kdik embriiod isased ning koikides rakkudes

esineb Y-kromosoom.

Kolmest embriiost ainult ithe embriio (E2) analiiiisitud blastomeerid olid diploidsed ja ilma
patoloogiateta. Teistes embriiotes (E1 ja E3) esines mosaiiksus ja segmentaalsed

aberratsioonid.

Diploidseid blastomeere oli kuus (26%), nendest ainult kolm (13%) ei sisaldanud
kromosoomidefekte. Uks (4%) blastomeer sisaldas nii monosoomiat kui ka trisoomiat, mis
balansseerivad iiksteist ning tekitavad néilist diploidsust. Ulejiinud kaks (9%) sisaldasid iihe

kromosoomi aberratsioone.
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Aneuploidseid blastomeere oli seitse (30%), nendest neli (17%) sisaldasid {ihe kromosoomi

monosoomiat ja kolm (13%) sisaldasid kolme kromosoomi monosoomiat.

Segmentaalsed aberratsioonid esinesid neljas (17%) blastomeeris, kusjuures sama embriio

kahes rakus esinesid terminaalsed deletsioonid. Kahes rakus oli leitud kromosoomi pika 6la

duplikatsioon.

Mormaalne kromosoomide arv: 60, XX voi 60, XY
Ebanormaalne - monosoomia

Ebanormaalne - monosoomia ja trisoomia kombinatsioon
* Segmentaalsed aberratsioonid

Andmed puuduvad (amplifikatsioon ei Gnnestunud)
Andmed puuduvad (analis ei Snnestunud)

Kaotatud biopsia kdigus

Joonis 4. Embriio 1, 2 ja 3 kiibianaliiiisi tulemused. E1-E3 tihistavad embriioid. Ulemine
number tdhistab kromosoomide arvu analiilisitud blastomeeris. XY nditab, et tegemist on
pulliga. 4-, 7-, 17- ja 18- niitavad, et iiks vastava kromosoomi koopia rakus puudub
(monosoomia), samas kui 17+ néitab, et rakus on lisa kromosoom (trisoomia). 7q+ ja 18q+
nditavad, et vastaval kromosoomil esineb pika 6la duplikatsioon. 1qt-, 7qt- ja 15qt- tdhistavad

vastava kromosoomi pika 0la telomeeri deletsiooni.

21



2.4. Arutelu

Uuringus olid analiiiisitud 16igustumise staadiumis olevad embriiod ning kromosomaalsete
patoloogiatega embriiote esinemissagedus oli 67%, mis vastab varem veiste embriiotega
teostatud uuringu tulemustele (Viuff et al., 2000) ning néitab, et selles arengustaadiumis on
kromosoomidefektid tavaline nédhtus. Selline kromosomaalse ebastabiilsuse tase vastab ka

inimese IVF embriiotes varem kirjeldatule (Mertzanidou et al., 2013; Vanneste et al., 2009).

Uuringu kédigus ei dnnestunud amplifitseerida suurt osa blastomeere. Selle pohjuseks voib olla
algselt lagunenud DNA vdi MDA meetodi torked, kuna see ei ole kdige tohusam meetod
kogu-genoomi amplifikatsiooniks. Samas, kuna paremat meetodit praegu ei ole, siis on antud
meetod ikkagi koige sobilikum DNA mikrokiipide analiiiisiks ettevalmistatava DNA
paljundamisel. Kahe blastomeeri puhul (E1B6 ja E2B1) oli PCR produkt geeli peal néhtav,
aga kiibianaliiiis ei andnud tulemusi, mis viitab sellele, et kiibireaktsioon ei 6nnestunud ning

seetOttu tekkis analiitisil liiga palju miira ja kiibisignaale ei olnud voimalik eristada.

Kuigi tdhelepanu poorati ronkem suurtele kromosomaalsetele aberratsioonidele, saab PCR ja
kiibianaliitisi tulemuste vordlemisel jareldada, et uuritud embriiotes voiksid esineda vdikesed
mikrosatelliidi piirkondade deletsioonid X- ja Y-kromosoomis. Sellele viitab asjaolu, et kdik
kiibil analiitisitud rakud sisaldasid XY kromosoomide paari, samas kui paljude rakkude puhul
ei Onnestunud PCR lébiviimisel mikrosatelliitsete praimeritega saada amplifikatsiooni-
produkte. Ka 6. kromosoomis esinesid kordusjédrjestused, aga antud juhul ei kasutatud
mikrosatelliit markereid ning amplifikatsiooni ldbiviimine dnnestus. See on vastavuses varem
labiviidud uuringuga mikrosatelliitsete markerite suhtes (Renwick et al., 2007), kus
16igustumise staadiumis olevate inimese embriiote blastomeeride genoomi amplifitseeriti
MDA meetodil ja analiiiisiti mikrosatelliitsete markerite abil. Uuringu tulemused néitasid, et
tthe markeri poolt ennustatud aneuploidia voib tegelikult olla antud kromosoomipiirkonna
aberratsioon voi alleeli viljalangemine (allele drop out, ADO) MDA kéigus, kui teised samal
kromosoomil paiknevad markerid ennustavad diploidsust. ADO tidhendab, et osa alleele ei

onnestunud amplifitseerida.

Uhe embriio analiiiisitud blastomeerid olid diploidsed ja ei sisaldanud kromosoomide
patoloogiaid. Vaatamata sellele ei saa jdreldada, et ka kogu embriio oli geneetiliste
defektideta. Antud juhul oli vdimalik analiiiisida ainult kolm blastomeeri, kuna {iks
blastomeer kaotati embriio biopsia kdigus, iihe blastomeeri kiibisignaal oli vdga nork ning
kolme blastomeeri puhul ei saadud {ildse kiibisignaali. Tdiesti voimalik, et ka see embriio oli

mosaiikne, kuigi toestust selle kohta ¢i ole.
22



Embriiote mosaiiksus viitab sellele, et blastomeerides esinev aneuploidia on mitootilise
péritoluga, kuna mitte kdikides iihe embriio blastomeerides ei hdlma aneuploidia samu
kromosoome. Sama embriio piires aga esinevad rakud, kus puuduvad samad kromosoomid.
Tdendoliselt nad kuuluvad iihte rakuliini. Uhe embriio (E1) puhul esines iihes rakus 17.
kromosoomi trisoomia, kusjuures teistes rakkudes oli selle kromosoomi monosoomia. Seega
vOib oletada, et mitootilise jagunemise kdigus segregeerus tihte rakku kolm kromosoomi
koopiat ja teisse ainult {iks. Selle embriio enamik rakke on mosaiiksed ning tdendoliselt ei
olnud ta ecluvdimeline. Teises mosaiikses embriios (E3) aga esineb kaks diploidset
blastomeeri, mis jatab voimaluse, et embriio oleks voinud areneda edasi blastotsiistiks juhul,

kui amplifitseerimata genoomiga blastomeerid olid diploidsed.

Mosaiiksetes embriiotes leiti ka kromosoomide segmentaalseid aberratsioone. Nad vdivad
iseloomustada kromosoomides esinevaid defekte (deletsioone ja duplikatsioone) voi olla
pShjustatud ADO poolt, mis oli ka varem kirjeldatud MDA puhul (Macaulay ja Voet, 2014;
Renwick et al., 2007).

Kodige olulisemaks mehhanismiks aneuploidiatest lahti saamiseks on defektsete embriiote ja
blastomeeride vastu suunatud valik. Kui embriios esinevad kromosoomipatoloogiad, siis
toendoliselt selline embriio ei implanteeru v&i rasedus katkeb varases staadiumis, kuna
embriio ei ole eluvoimeline. See on koige olulisem viis defektidest vabanemiseks ning sellest
on ka osaliselt tingitud viljatus. Samas on arvatud, et blastomeeride suunatud valik ei pea
olema embriiole letaalne (Jurisicova et al., 1996). Kui defektsete rakkude osakaal ei ole suur,
siis nende programmeeritud surm (apoptoos) kiill aeglustaks embriio arengut, aga 16puks
peaks vilja kujunema normaalne embriio. See on iiks embriio eneseparandamise
mehhanismidest. Samuti voib toimuda defektse raku paljunemistsiikli peatumine ning
tulemuseks nende rakkude osakaal viheneb niivord, et embriio koosneb ainult normaalsetest
rakkudest. Ka defektsete rakkude suunamine trofektodermi viib selleni, et sisemise rakumassi
moodustavad ainult normaalsed rakud. Defektide parandamine taastab liigi spetsiifilise
kromosoomide arvu, aga vOib viia rakkude vahelise varieeruvuseni, kuna monosoomia puhul
ldheb kaotsi tihelt vanemalt saadud kromosoom, teiselt vanemalt saadud kromosoom esineb
aga kahe koopiana — normaalsetes rakkudes esinevad mdlemalt vanemalt péritud
kromosoomid. Kuigi eneseparandamise fenomeni on kirjeldatud, puuduvad siiski

usaldusviirsed andmed selle mehhanismide kéivitumise tingimuste kohta.

Andmete puudumine paljude blastomeeride kohta on limiteerivaks asjaoluks, mis jétab

erinevad vOimalused tulemuste interpreteerimisel ja jarelduste tegemisel.
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Inimese kromosomaalsete aberratsioonide uurimine piirdub IVF tsiiklitest saadud
munarakkudega ja varajaste embriiotega. Enamik olid kasutuselt korvaldatud geneetiliste
defektide, kehva morfoloogia voi iile kahe pronukleuse esinemise tottu (Evsikov ja Verlinsky,
1998). See tihendab, et juba algselt ei ole uuritavad embriiod vdga hea kvaliteediga ja nendes
esinevad moningad defektid. Katseid normaalselt arenevate embriiotega teostatakse enamasti
tthe (Idigustumise staadiumis) vOi mitme (blastotsiisti staadiumis) raku pdhjal, kuna neid
kasutatakse emakasse siirdamiseks IVF kidigus ning paljude rakkude analiilis hévitaks
embriiot. Sellised katsed on aga, nagu eespool mainitud, voimalikud ainult IVF tsiiklis saadud
embriiotega ja ei ole tapselt teada, mis toimub in vivo. Sellised uuringud on seotud eetiliste

piirangutega.

Veise embriiote kromosomaalse ebastabiilsuse uurimine annab sarnaseid tulemusi defektide
kohta ning samuti voimaldab uurida nii in vitro kui ka in vivo tingimustes saadud embriioid
ilma eetiliste piiranguteta. Uuringud on nédidanud, et kuigi veise genoomis on 60 kromosoomi,
on see siiski organisatsiooni poolest l&dhedam inimese genoomile kui nditeks hiire genoom
(Everts-van der Wind et al., 2005). See tdhendab, et veist saab kasutada mudelina selliste
arengubioloogiliste nédhtuste uurimisel ja teha saadud tulemustest {iildistust ka inimese
embriiogeneesi kohta. Need teadmised oleks vdimalik kasutada ennekdike IVF efektiivsuse

parandamiseks.

IVF edukuse suurendamiseks kasutatakse PGS-i. Vaatamata sellele ei ole praeguseks
teostatud piisavalt kliinilisi uuringuid, mis tdestaksid selle meetodi kasulikkust. PGS-i jaoks
on tanapdevaks vilja arendatud efektiivsed 24-kromosoomi analiilisimeetodid, mis pShinevad
DNA mikrokiipidel voi teise polvkonna sekveneerimisel. Need meetodid on tédpsemad kui
traditsiooniline FISH, aga ka nende kasutamine ei kindlusta normaalse embriio vélja valimist
vOimaliku  mosaiiksuse  tottu.  Analiiisitud  normaalne  rakk  voib  périneda
kromosoomiarvupatoloogiatega embriiost ja vastupidi — analiilisitud aneuploidne rakk vdib
parineda embriiost, kus enamik rakke on diploidsed ja ilma patoloogiateta. Samuti ei ole
kokkuleppele joutud, milline biopsia tiilip on kdige parem analiiiisiks, kuna kdikidel on oma
eelised ja puudused. Seega voib jireldada, et PGS tehnoloogia vajab edasi arendamist enne

kui seda saab laialdaselt kasutada preimplantatsiooniliste embriiote kvaliteedi hindamisel.
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KOKKUVOTE

IVF on iiks parimaid viljatuse ravimise meetodeid, kuigi selle efektiivsus on suhteliselt madal
inimese varajastes embriiotes esineva kromosomaalse ebastabiilsuse tottu. Kromosoomide
aberratsioone preimplantatsioonilistes embriiotes uuritakse juba mitu aastat, et kasutada
saadud teadmisi IVF edukuse suurendamiseks. Kéesolevas t60s uuriti kromosomaalset

ebastabiilsust varajastes veise embriiotes iihe raku tasemel.

Kolme 8-rakulises staadiumis oleva embriio analiiiisiks Onnestus MDA meetodiga
amplifitseerida 65% blastomeeridest. Seega ei ole MDA koige efektiivsem meetod kogu-
genoomi amplifikatsiooniks. Selle meetodi oluliseks puuduseks on alleeli véljalangemine,
mistdttu analiiiisi kdigus voivad esineda artefaktid ehk vale-positiivsed tulemused. Sellisel
juhul ei pruugi néiline deletsioon v&i duplikatsioon olla tdeline kromosoomi defekt, vaid
MDA tagajirg. Lisaks sellele, kiibiandmed on iihe raku analiiiisil keskmiselt kehvemad
madala kvaliteedi tottu. Koik need asjaolud raskendavad tulemuste interpreteerimist, seetdttu
keskenduti edasisel kiibianaliiiisil suurte kromosomaalsete aberratsioonide leidmisele, kuna

viikeste aberratsioonide kindlaks tegemine nduab tidiendavaid analiiiise.

Kolmest embriiost ithe embriio koik analiiiisitud blastomeerid olid diploidsed ja ilma
patoloogiateta. Kuna suurema osa rakkude kohta kiibiandmed puuduvad, siis ei saanud kindel
olla, et tegemist ei olnud mosaiikse embriioga. Ulejddnud kaks embriiot olid mosaiiksed,
nendest iihes olid ainult aneuploidsed blastomeerid ning teises nii aneuploidsed kui ka
diploidsed blastomeerid. Kromosomaalsete aberratsioonidega embriiote esinemissagedus oli
vastavuses varasemate uuringutega ning nditas, et ldigustumise staadiumis on

kromosoomidefektid iisna sagedased.

Monede blastomeeride puhul lahknesid PCR ja kiibianaliitisi andmed X- ja Y-kromosoomide
suhtes. See on tingitud vastavate kromosoomide mikrosatelliitsete piirkondade esinemisest. 6.
kromosoomi piirkond on ka kordusjérjestuste rikas, aga antud juhul ei olnud tegemist
mikrosatelliit praimeriga ning probleeme amplifikatsiooniga ei esinenud. Seega
mikrosatelliitsete praimerite kasutamine ei ole soovitatav MDA produkti kontrollimiseks.
Antud uuringu kaigus leitud kromosomaalsed aberratsioonid esinevad ka inimese varajastes
embriiotes sarnase sagedusega. Veiste embriiote uurimine ei ole aga seotud eetiliste
piirangutega nagu see on inimese puhul ning voimaldab saada andmeid nii in vitro kui ka in
VIiVO arenevatest embriiotest. See vOimaldab kasutada veist kui mudelit selliste ndhtuste

uurimisel. Saadud teadmisi oleks voimalik kasutada inimese IVF edukuse tOstmiseks.
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CHROMOSOME INSTABILITY IN EARLY BOVINE
EMBRYOS

Julia Bokajeva

SUMMARY

Despite the fact that IVF is a widely used infertility treatment, the effectivenes of the
procedure is relatively low due to the high rate of chromosome instability found in the early
human embryos. Research could give insight into the causes of chromosomal aberrations in
human preimplantation embryos. Experimenting on human embryos, especially naturally
developing, however, is associated with ethical issues. There is also too little data on the
embryos of other mammalian species. Therefore it is unclear whether the rate of chromosome
instability present in human preimplantation embryos is similar to the rate present in other

species.

In this thesis, chromosome instability was studied in early bovine embryos on a single cell
level. Blastomeres’ genome was amplified using the MDA method and showed a success rate
of 65%. It was thus concluded that MDA is not the best method for whole genome
amplification, although there is no better method at this point. Taking into account the
limitations of both MDA, such as ADO, and the subsequent SNP array, such as lower quality
data when analyzing a single cell, it was decided to focus on large chromosomal aberrations,

because the accurate identification of the little ones requires additional analysis.

Only one out of three embryos showed diploidy in all analyzed blastomeres. However, data
on the majority of blastomeres was absent due to different complications, which leaves the
chance that the embryo was not entirely diploid. The other two embryos were mosaic. One of
them contained only aneuploid blastomeres, whereas the other one contained both diploid and
aneuploid cells. The frequency of occurrence of embryos with chromosomal aberrations was
compliant with previously performed studies and showed that cleave stage embryos are prone
to chromosomal defects.

There was a mismatch in PCR and SNP array results considering X- and Y-chromosomes in
certain blastomeres due to microsatellite regions. 6th chromosome was also rich in repeats,

although the primers used for amplification with PCR did not contain mikrosatellites so the
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amplification was successful. Therefore using microsatellite primers to check the MDA

product quality is not recommended as it may give false-positive results.

Chromosome instability found in this study occurs at the similar rate in early human embryos.
Experimenting on bovine embryos is not associated with ethical issues and enables to get data
from both in vitro and in vivo developing embryos. This allows the use of cattle as a model
organism in the studies of such phenomenon. Data acquired from such studies could be
primarily used to raise the success rate of human IVF.
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LISA

Tabel 3. PCR-ks kasutatud praimerid.

Kromosoom

Praimer

Jirjestus

Forward

CTTCTGGGAGTCTGGGAGTG

Reverse

CTTGGAACTTTGGCCTTGAG

Forward

CATACAGGGATGGAGGAGGC

Reverse

AGGGTCTTCTTTCGTCCTTTC

Forward

CAACCAGTATCTGTATGCCT

Reverse

AAACATACGCAACAATCTGCT
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