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KASUTATUD LUHENDID

aCGH vordlev genoombhiibridisatsioon mikrokiip tehnoloogiaga (array comparative

genomic hybridization)

ADI alleeli teke (allele drop in)
ADO alleeli valjalangemine (allele drop out)
CGH vordlev genoombhiibridisatsioon (comparative genomic hybridization)

DOP-PCR  degenereeruvate oligonukleotiid praimeritega PCR (degenerate oligonucleotide

PCR)

FISH fluorestsents in situ hiibridisatsioon (fluorescence in situ hybridisation)

HLA inimese leukotsiitidi antigeen (human leukocyte antigen)

ICM sisemine rakumass (inner cell mass)

ICSI seemneraku intratsiitoplasmaatiline  silistimine  (intracytoplasmic  sperm
injection)

IVF kehaviline viljastamine (in vitro fertilization)

LA-PCR linker-adapter PCR (linker-adaptorPCR)

MDA mitme nihke amplifikatsioon (multiple displacement amplification)

NGS jargmise pdlvkonna sekveneerimine (next generation sequencing)

PEP (primer extension preamplification)

PGD preimplantatsiooniline  geneetiline diagnostika (preimplantation genetic
diagnosis)

PGS preimplantatsiooniline  geneetiline  soeluuring  (preimplantation  genetic
screening)

SNP tiksiknukleotiidne poliimorfism (single nucleotide polymorphism )

SPF aeglane kiilmutamine (slow programmable freezing)

ZP rebukest (zona pellucida)

TE trofektoderm (trophectoderm)

WGA kogu genoomi amplifikatsioon (whole genome amplification)



SISSEJUHATUS

Preimplantatsiooniline geneetiline diagnostika (PGD) on reproduktiivtehnoloogia, mida
kasutatakse kehavilise kunstliku viljastamise (IVF) teel saadud embriiote geneetilise seisundi
madramiseks ning geneetiliste haiguste edasikandumise é&rahoidmiseks enne embriiote
siirdamist emakasse. PGD ja preimplantatsiooniline geneetiline sdeluuring (PGS) on 25
kasutusel olnud aasta jooksul saanud tavapéraseks ning siinnieelsele diagnostikale
alternatiivseks Kliiniliseks protseduuriks mitmetes IVF kliinikutes iile maailma ning on abiks

paljudele paranduvate haiguste kandjatele voi viljatusprobleemidega paaridele.

Biopsia meetodit kasutades eemaldatakse parast kunstlikku viljastamist geneetiliseks
testimiseks iiks voi kaks polaarkeha vGi embriionaalrakku. Parast rakkude eraldamist saab
teostada embriio seisundi méadramiseks vajalikud analiiiisid ning valida siirdamiseks sobivad
embriiod. Kaks peamist geneetiliseks diagnoosimiseks kasutatavat tehnikat on poliimeraasi
ahelreaktsioon (PCR) monogeensete haiguste molekulaarseks analiiiisiks ja in situ
fluorestsentshiibridisatsioon (FISH) kromosoom-mutatsioonide tsiitogeneetiliseks
tuvastamiseks. Viimasel ajal on lisandunud ka kogu genoomi amplifikatsiooni etappi (WGA)
vajavad uued meetodid, mis voimaldavad hinnata raku kdigi 24 kromosoomi seisundit. Selleks
on kasutusele vdetud vordlev genoombhiibridisatsioon DNA mikrokiipide (aCGH) vai

tiksiknukleotiidsete polimorfismide mikrokiipide (SNP array) abil.

Kuna PGD suureks eeliseks on analiiiiside labiviimine enne embriio siirdamist, mis aitab viltida
raseduse katkestamist, on meetod eetilisest vaatepunktist vastuvdetavam. Kuigi IVFi ja PGD
teostamisega kaasnevad ka teatud riskid nii emale kui embriiole, on just see meetod paranduvate

haiguste kandjatele koige sobivamaks voimaluseks tervete jarglaste saamisel.

Kéesoleva bakalaureuset6o eesmark on anda tilevaade kliinilises praktikas kasutusel olevast

preimplantatsioonilisest geneetilisest diagnostikast ning selle meetoditest.

Marksonad: kehaviline viljastamine (IVF), embriio, biopsia, preimplantatsiooniline geneetiline

diagnostika, preimplantatsiooniline geneetiline sdeluuring



KIRJANDUSE ULEVAADE

1 Preimplantatsiooniline geneetiline diagnostika

Korge paranduvate haiguste edasikandumise riskiga paaridel on vdimalik loote tervisliku
seisundi méadramiseks kasutada siinnicelset diagnostikat. Kui aga analiiiiside kdigus selgub, et
lootel esineb geneetiline hdire, on ainsateks valikuteks siinnitada haige laps voi rasedus
katkestada. Preimplantatsiooniline geneetiline diagnostika (PGD) on kasutusel geneetiliste
haiguste tuvastamiseks embriiotes, et viltida nende edasikandumist vanematelt jéarglastele.
PGD on kasutusel alternatiivina prenataalsele diagnostikale ning vilistab haiguste esinemisel
abordi vajaduse. Implanatsioonieelseid analiiiise voib pidada prenataalse diagnostika varaseks
vormiks ning meetod vajab abistava reproduktiivtehnoloogia osana kunstlikku viljastamist
(IVF). PGD eesmirk on tuvastada geneetilisi haigusi tekitavate muutuste esinemine ootsiiiitides
vOi embriiotes enne raseduse algust ning valida parast mutatsioonianaliiiisi siirdamiseks vaid
terved embriiod. (Milachich, 2013; Van der Aa et al., 2013) Implantatsioonieelse geneetilise

testimise tildplaan on kujutatud joonisel 1 lehekiiljel 6.

Esimest korda kasutati PGDd aastal 1989 paaril, kellel oli oht anda oma lapsele edasi
suguliiteline haigus (Handyside et al., 1990). Kui alguses kasutati PGDd monogeensete ja
suguliiteliste haiguste tuvastamiseks, siis aja mooddudes laienes meetod kromosomaalsete
hélvete ning vanematel esinevate translokatsioonide kindlaks tegemiseks (Milachich et al.,
2013). Alates esimestest PGD rakendamistest on analiiiisitavate haiguste arv kasvanud,
taiustunud nii embriio biopsia tehnikad kui ka geneetilise testimise meetodid. Tanu tehnika

arengule on voimalik teostada tiha tipsemaid ning kiiremaid analiiiise. (Van der Aa et al., 2013)

2 Preimplantatsiooniline geneetiline sdeluuring

Uheks olulisimaks embriio elujdulisuse mdjutajaks on kromosoomide aneuploidsus.
Kromosoomide arvu muutused on inimeses embriios esimese rakujagunemise jooksul tavalised
ning on {ihtlasi raseduse katkemise sagedaseks esilekutsujaks. Selle pohjal voiks jareldada, et
aneuploidsus on tiheks pohjuseks, miks on abistatud reproduktiivtehnoloogia kasutamisel
edukate raseduste arv siiski suhteliselt madal. Selline teadmine viis preimplantatsioonilise
soeluuringu (PGS) tehnoloogia véljatGtamiseni, mille eesmérk on parandada edukate

raseduste arvu pérast kunstlikku viljastamist jattes siirdamisest korvale aneuploidsed embriiod.



(Verlinsky et al., 1995) Kuna PGSiga teostatakse sdeluuringut ning meetod on iildisem, erineb
preimplantatsiooniline sdeluuring PGDst. Erinevus seisneb nii kasutatavates meetodites kui
embriiol teostatavates analiiisides. Soeluuringute teostamiseks ei pea perekonnas esinema

kindlat geneetilist haigust, seega on analiiiisi laialdasemalt kasutatavad. (Iwarsson et al., 2011)

Preimplantatsiooniline geneetiline sdeluuring kontrollib paranduvate haiguste edasikandumise
riski puudumisel embriio geneetilist seisundit eesméargiga valida siirdamiseks parim embriio,
mis oleks suuteline edukalt implanteeruma. Embriioid testitakse kdige sagedamini esinevate
geneetiliste vigade suhtes, iiritatakse tuvastada de novo kromosomaalsete aneuploidsuste teket
ning ei otsita kindlat haigust. (Harper et al., 2012) Soeluuringute eesmérgiks on aidata paare,
kellel on normaalsed kariiotiiiibid, kuid keda vaevavad viljastumisprobleemid (Van der Aa et
al., 2013). PGSiga on voimalik aidata parandada IVFi tulemuslikkust iile 35-aastastel naistel
ning tdsta parima kvaliteediga embriiote valimisel implanteerumise efektiivsust. Uhtlasi on
voimalik aidata vanemaid, Kellel on esinenud spontaanseid raseduse katkemisi ning tdsise
isapoolse viljatusteguriga paare. (ESHRE 2001; Ly et al., 2011). Siiski on mitmed
kontrollkatsed nédidanud, et PGS vanuseriskiga naiste jaoks otseselt pesastumise ega raseduse

maééra ei paranda (Hardarson et al., 2008; Staessen et al., 2004).
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Joonis 1. Preimplantatsiooniline geneetiline testimine. Parast kehavilist viljastamist
eemaldatakse embriiotelt geneetilise materjali saamiseks rakud. Seejérel teostatakse analiitisid

ning valitakse sobilikud embriiod emakasse siirdamiseks. (www.ingender.com)

3 Naéidustused

PGD abiga saab diagnoosida kahte pohilist paranduvate vigade rithma: monogeensed haigused
ja kromosoommutatsioonid. Monogeensed haigused vdivad mdjutada nii sugukromosoome kui
ka autosoome, mille puhul saab eristada autosoom-dominantset, -retsessiivset voi X-liitelist

parandumismustrit. (Harper et al., 2012) Lisaks on vdimalik teostada mitte-meditsiinilist
6



soovalikut, tuvastada mutatsioone, mis vdivad soodustada kindlate haiguste tekkimist (nagu
rinnavéhk), tuvastada hilise avaldumisega neurodegeneratiivseid haigusi ning viia 1abi HLA
(human leukocyte antigen) sobitamine (Asscher et al., 2010; Bellavia et al., 2010) Koigest
hoolimata kaasnevad viimastega eetilised mured ning neid voib pidada vastuolulisteks

(Pennings et al., 2003).

3.1 Monogeensed haigused

Kasutusel olnud aastate jooksul on PGDd rakendatud mitmete monogeensete haiguste
tuvastamiseks ning PGD analiiiiside teostamise eeldus on, et otsitav geeni mutatsioon
perekonnas esineks. Monogeensed haigused voivad mdjutada nii sugukromosoome kui ka
autosoome autosoomdominantse, -retsessiivse voi X-liitelise parandumisega. (Harper et al.,
2012) Monogeensed haigused paranduvad erinevate mustrite alusel, andes seega perekonnas
taasesinemiseks erineva tdendosuse. Kui monogeenne haigus on autosomaal-retsessiivne,
peavad lapse haigestumiseks olema molemad vanemad védhemalt vigase geeni kandjad.
(lwarsson et al., 2011) Tiiiipiliseks néiteks on tsiistiline fibroos, mille esinemise tdendosus, kui
molemad vanemad on kandjad, on 25 %. Autosomaal-dominantse haiguse korral on iiks
vanematest haige ning tdendosus jarglase haigestumiseks on 50 %. (Egozcue et al., 2000) X-
liiteliste retsessiivsete haiguste puhul on naissoost kandjal 25% voimalus stinnitada haige laps
ning lisaks voivad 50 % tiitardest olla haiguse kandjad. Suur osa patsiente saab enda voi partneri
genoomis esinevatest geneetilistest mutatsioonidest teadlikuks alles haige lapse siinni voi
pereliikmete geneetilise testimisega juhul, kui autosomaal-dominantne haigus ei ole iihes

partneritest avaldunud voi diagnoositud (Pensée et al., 2014 ).

PGD abiga on voimalik tuvastada tervet rida monogeenseid haigusi nagu niiteks tsiistiline
fibroos, Tay-Sachs’i siindroom, sirprakuline aneemia ja Huntingtoni tdbi. Tsiistiline fibroos
oligi esimene monogeenne haigus, mille tuvastamiseks PGDd kasutati. Selliste haiguste puhul
tuvastatakse viga PCRi meetodil alleelspetsiifiliste praimeritega olles eelnevalt paljundanud
tiksikraku DNA. (Geraedts et al., 2009) Siiski on monedel haigustel mitmeid teadaolevaid
mutatsioone. K3iki neist ei testita, seega ei saa ka parast PGDd olla 100% kindel haiguse mitte-
esinemises. Patsiendid, kellel haigus ei esine, voivad siiski olla kandjad ning harvade
mutatsioonide testimata jatmise tottu piisib oht anda haigust pdhjustav geen edasi jirglasele.
Kuna iga haigus, mida tahetakse uurida, vajab erinevat protokolli, kasutatakse PGDd piiratud

arvu geneetiliste haiguste diagnoosimiseks. (Egozcue et al., 2000). Praegusel ajal on PGD



protokollid olemas 71 erineva monogeense, kahe hilise avaldumisega haiguse ja kuue vihi

eelsoodumuse geeni analiiiisimiseks (www.guide.hfea.gov.uk/pgd/).

Sagedamini esinevate X-liiteliste haiguste jaoks on samuti saadaval geenipGhised testid.
Peamised testitavad haigused on fragiilse X slindroom, hemofiilia ja Duchenne’i
lihasdiistroofia. Embriio sugu tehakse kindlaks ning kdik meessoost embriiod jdetakse korvale.
Meetodi puudus on see, et pooled korvale jaetud embriiod on tegelikult terved ning pooled
naissoost embriiod, mis alles jdetakse on haiguse kandjad. Kuna pooled embriiod ei ole
siirdamiseks sobilikud puhtalt soo parast ning pooled neist korvale jietud meessoost embriiotest
on terved, tdstatab selline ldhenemine eetilisi muresid. (Pensée et al., 2014). Teadaolevatest
suguliitelistest haigustest pohjustavad paljud tosiseid fiitisilisi ja vaimseid hdireid. Need voivad
olla kaasasiindinud, nagu hemofiilia, voi areneda elu jooksul, nagu juhtub lihasdiistroofiaga.
Uldiselt on naised haiguse tunnusteta kandjad ning neil on 50 % tdendosus kanda haigus edasi
oma jérglastele. Kdige levinumaks lahenduseks on méirata PGD kédigus embriio sugu FISH
tehnoloogiaga, kasutades sugukromosoomi ning autosomaalset proovi ploidsuse
kontrollimiseks. (Coonen et al., 1998)

3.2 Kromosoommutatsioonid

Lisaks paranduvatele haigustele teostatakse PGD juhul, kui tihel v6i mdlemal partneritest on
teada tasakaalustatud kromosomaalsed imberkorraldused, mille tdttu vdivad kanduda embriiole
aberratsioonidega kromosoomid. Struktuursed kromosoomide imberkorraldused on inimestes
kiillaltki levinud. (Iwarsson et al., 2011) Kdige sagedasemad on retsiprooksed ja Robertsoni
translokatsioonid, mille umbkaudne sagedus on vastavalt iiks 625st ja tiks 1000st.
Retsiprooksed translokatsioonid véljenduvad kromosoomivahelistes DNA 15ikude vahetumises
ning Robertsoni translokatsioonide korral iihinevad mittehomoloogsed kromosoomid,
moodustades uue iiksikkromosoomi. Selliste muudatuste tuvastamisel on voimalik dra hoida
raseduse katkemist ning suurendada raseduse edukust, kui jétta sellise leiuga embriiod kdrvale
(Hershberger et al., 2011). Enamik translokatsioonide kandjaid on normaalse fenotiiiibiga, kuid
kannatavad tihti korduva raseduse katkemise voi viljatuse all. Lisaks sellele on oht tuua ilmale
kaasasiindinud vigade voi vaimse alaarenguga jérglane. Probleemid tekivad kromosoomide
erinevast segregatsioonist meioosi kéigus, mille tulemusena tekivad ebanormaalse struktuuriga
kromosoomid. (lwarsson et al., 2011) Korduvate raseduse katkemiste ning viljatuse tottu on
PGD tihti translokatsioonidega patsientide jaoks ainus voimalus eduka raseduse saavutamiseks

(Sermon et al., 2004).



3.3 Muud néaidustused

Lisaks paranduvate haiguste ning kromosoommutatsioonide tuvastamisele rakendatakse PGDd
ka teistel, moneti vastuolulistel, pohjustel. Kuna PGD abiga on v&imalik tuvastada embriio
sugu, soovivad paljud paarid teostada analiiiise soovalikuks. Soo méddramine voib toimuda kas
geneetilise analiiiisi korvalt voi puhtalt soovalikuks. Pohjused vdivad olla nii sotsiaalsed,
kultuurilised kui ka lihtsalt soov perekonna tasakaalustamiseks. Soovaliku kasutamine mitte-
meditsiinilisel pohjusel, ehk kui tegemist ei ole paranduva haigusega, on vastuoluline ning
tekitab eetilisi kiisimusi pohjusel, et terved embriiod jaetakse kdrvale puhtalt ebasoovitava soo
parast. (Brezina et al., 2015) Mitte-meditsiiniline soovalik, mida nimetatakse ka perekonna
tasakaalustamiseks, (tihti soovivad vanemad olemasolevast lapsest erineva sooga jérglast),
voiks olla vastuvoetav, kui ebasoovitavad terved embriiod annetatakse teistele viljatutele
patsientidele. Kui meditsiiniline soovalik on lubatud suuremas osas riikidest, et viltida tdsiste
suguliiteliste haiguste edasikandumist, siis perekonna tasakaalustamine on paljudes maades

oigusevastane. (Leiter, 2014)

Uuemate PGD néidustuste hulka kuulub ka implantatsioonieelne inimese leukotsiilidi antigeeni
(HLA) sobitamine (HLA matching) eesmirgiga siinnitada doonorlaps juba olemasolevale
haigele dele voi vennale, kes vajab hematopoeetiliste tiivirakkude siirdamist. Sellise meetodiga
on vdimalik tagada tiivirakkude doonor, keda kutsutakse ka pédstja lapseks (ingl saviour
sibling) haigele lapsele. Tiivirakkude siirdamisel on ravi suurema tdendosusega edukas, kui
kasutatakse HLA sobitatud doonorit. PGDd HLA sobitamiseks saab kasutada kahel juhul.
Esiteks, kui lapsel on mitte-paranduv haigus, nagu leukeemia, ning vanemad soovivad kasutada
PGDd ainult HLA sobitamiseks, ehk see on analiiiiside teostamise ainus pdhjus. Teiseks, kui
lapsel on pédranduv geneetiline haigus ning vanemad vajavad analiiiise, et véltida uue haige
jarglase siindi, sobitades samal ajal embriio HLA tiilip lootuses pdésta juba olemasolev laps.
Sellisel juhul teostatakse analiiiisid kahes etapis. Kdigepealt valitakse embriio, kellel ei esine
péaranduvaid haigusi ning seejérel valitakse siirdamiseks vélja need, kelle koetiilip sobib
olemasoleva lapsega. (Liu, 2007) Antud rakenduse jaoks kasutab PGD mitmeid poliimorfseid
markereid HLA regioonis, et tuvastada terved embriiod, kellele on pidrandunud vanematelt
identsed kuuendas kromosoomid paiknevad HLA piirkonnad (Pensée et al., 2014). Lisaks
sellele, et HLA sobitamine koos geneetilise defekti analiiiisiga on levinum, on see ka paljudes
riikides ainuke lubatud variant. Siiski, likskdik kumba meetodit kasutades, tuleb arvesse votta

eetilisi riske, eriti doonorlapse seisukohalt. HLA implantatsioonieelsete sobitamist on



labiviidud néiteks sirprakulise aneemia, Fanconi aneemia ja beeta-talasseemia raviks (Iwarsson
et al., 2004).

Hiljuti on hakatud PGDd kasutama tdiskasvanu eas avalduvate haiguste, nagu Huntingtoni ja
Alzheimeri tobi, ning véhi eelsoodumust tekitavate geenide, nagu BRCA1, tuvastamiseks.
Viimasel juhul ei tekita mutatsioon kindlat haigust, vaid annab jéarglastele korgema riski mingi
vahitliibi arenguks vanemas eas. Mone hiliselt ilmneva haiguse, mille jaoks
implantatsioonieelseid analiilise teostatakse, geeni esinemine ei ennusta tdie kindlusega, et
indiviidil tulevikus haigus avalduks. On siindroome, mida iseloomustab mittetdielik
penetrantsus, mille tottu ei pruugi koigil mutatsiooni kandvatel indiviididel vastav haigus
esineda. Hilises elueas avalduvad haigused on komplekssed ja omavad nii geneetilisi kui
keskkondlikke pdhjusi ning lisaks on vdimalus edukaks paranemiseks. Seega on kiisitav, kas
vastava haigusnditajaga embriio elimineerimine on digustatud. (Ethics Committee of American

Society for Reproductive Medicine, 2013)

4  Kehaviline viljastamine

PGD ja PGSi pakutavate voimaluste kasutamiseks peavad vanemad ldbima kehavilise
viljastamise (IVF) tsiikli. IVF on kdige sagedamini kasutatav abistava reproduktsiooni meetod
viljatuse raviks, mille kdigus toimub viljastamine in vitro ehk viljaspool naise organismi ning
selle tulemusel saadud embriio siiratakse emakasse (Tonsiver et al., 2013). Kuigi kasutatakse
ka teisi meetodeid, on just IVF viljatuse raviks kdige efektiivsem (Salumets et al., 2003).
Viljatuseks peetakse voimetust rasestuda normaalse suguelu korral 12 kuu jooksul kasutamata
kontratseptsioonivahendeid ning see mojutab iilemaailmselt hinnanguliselt 8-12% paare.
Viljatuse pohjused voivad olla nii mehe- kui naisepoolsed. Need vdivad olla tingitud nii
elustiilist, geneetilistest pohjustest, halvast sperma kvaliteedist v3i sperma patoloogiatest,
munajuhade kahjustustest, ovulatsioonihdiretest voi vanusest. Voimalik on ka see, et viljatuse
pOhjused jddvad ebaselgeks. (Ombelet et al., 2008, Tonsiver et al., 2013, Wang, 2011) Kuigi
IVF on véga levinud ning protseduuride arv on aasta-aastalt kasvanud, on selle tulemuslikkus
suhteliselt madal, vaid ligikaudu 30% naistest rasestub (Ferraretti et al., 2008). Uks peamine
madala edukuse pShjus on ema vanusega suurenev embriiote aneuploidsus, mille tottu embriio
el pesastu voi katkeb rasedus. Seega langeb IVF’i edukus suuresti parast 30. eluaastat, kui
langeb ka naise loomulik viljakus. (Ata et al., 2012; Fragouli et al., 2008; Scott et al., 2012)
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Enne viljastamist teostatakse munasarjade hormonaalne stimuleerimine, et indutseerida mitme
munaraku tiheaegne valmimine. Nii on vdimalik saada tihe tsiikli jooksul kuni 20 munarakku,
mis vdoimaldab saavutada rasestumise vahemate tsiiklitega. (Tonsiver et al., 2013) Viljastamine
toimub kas tavalise IVF voi ICSI (intracytoplasmatic sperm injection) ehk spermi siistimise
meetodil (Tonsiver et al.,, 2013). Kui tavapiarase meetodi puhul viiakse seemnerakud
munarakuga toitelahuses kokku, siis ICSI puhul siistitakse iiksik seemnerakk otse ootsiitidi
tsiitoplasmasse. Kuna viljastumiseks on vajalik vaid geneetiline materjal, immobiliseeritakse
sperm saba eemaldades enne siistimist. (Coughlan et al., 2009; Ferraretti et al., 2012) ICSI
tootati algselt vilja paaridele, kellel esines mehepoolne viljatus, spermide patoloogiad, madal
kvaliteet voi seemneraku suutmatus iseseisvalt munarakku tungida. Samuti kasutatakse seda
juhtudel, kui tavapdrase IVF-meetodiga viljastamine ei onnestu. (Zhao et al., 2011) PGD
kasutamine eeldab viljastamismeetodina ICSI kasutamist. Nii hoitakse dra spermidega
saastumine, mis vO0ib esineda ning mdjutada diagnoosi tulemusi tavapdrase IVFi korral ning
tihtlasi on vdimalus valida viljastamiseks parima kvaliteediga sperm. (Milachich, 2013; Silber
etal., 1994)

Pérast viljastamist embriioid kasvatatakse ning siiratakse seejérel sobilikud embriiod emakasse.
Kui siirdamiseks kolblikke viljastunud munarakke on rohkem, on vdimalik need kiilmutada
ning mone hilisema tsiikli jooksul transplanteerida, néiteks kui implanteerumine esimesel korral
ei Onnestu. (Tonsiver et al., 2013) Kuna keskmine IVFi tulemuslikkus on suhteliselt viike,
voidakse siirdada rohkem kui embriio (Salumets et al., 2003). Kuna mitme embriio siirdamisega
sama tsiikli jooksul suurendab mitmike siinni tdendosust ning sellega seoses on ka kdrgenenud
riskid nii lapse kui ema tervisele, on paljudes riikides seatud piirangud iihes tsiiklis siirdatavate

embriiote arvu osas, et vihendada viljatusraviga kaasas kdivaid ohtusid. (Coughlan et al., 2008)

Tabel 1. Aneuploidsuse tdus naise vanuse kasvades  (lllumina, 2014)
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5 Biopsia

Geneetiliste analiiiiside teostamiseks munarakul vdi embriiol on vaja neist eemaldada biopsia
abiga materjal, mida testimiseks kasutada. Et saada kitte polaarkehad voi embriiorakud, tehakse
kas mehaaniliselt, keemiliselt voi lasertehnoloogia abiga munakesta (zona pellucida, ZP) avaus,
mille kaudu vajalikud rakud mikromanipulatsiooniga eemaldatakse. Teoreetiliselt saab
kasutada koiki kolme meetodit erinevate implantatsioonieelsete arengustaadiumite jaoks. (De
Vos et al., 2001) Kui polaarkehade ja blastomeeride eemaldamiseks kasutatakse peamiselt
aspireerimist, siis trofektodermi (TE) rakud, mis 14bi eclnevalt tehtud avause timbritsevasse

keskkonda viljuvad, 106igatakse ndelaga iilejadnud rakumassi kiiljest lahti (De Vos et al., 2001).

Mehaaniliselt saab kesta avada kahte moodi: otsene lébistamine pipetiga ning osaline kesta lahti
16ikamine terava mikrondelaga (De Vos et al., 2001). Selline meetod on suhteliselt lihtne ning

risk munarakku voi embriiot vigastada on viike (Cohen et al., 1990).

Keemilise tootlemisega happelise Tyrode-lahusega (pH 2,3) saadakse mehhaaniliselt tekitatud
avausest munakesta suurem auk, kuid esineda vdivad nii happelisest lahusest tingitud edasist
arengut hairivad kahjustused kui ka kohene rakusurm (Cohen et al., 1992; De Vos et al., 2001).
Rakud, mida késitletakse tiksikult, pestakse koheselt parast lahusest eemaldamist (Cohen et al.,
1992).

Lasertehnoloogia kasutamine ZP avamisel on lihtsam ning véikseima kahjustunud rakkude
arvuga on suurem tdendosus embriio edasiseks hairimatuks arenguks (Joris et al., 2003; De Vos
et al., 2001). Vorreldes keemilise meetodiga, kus Tyrode-lahusega liiiisitakse osaliselt
munakest, on laseri kasutamine ohutum, kuna embriio ei ole avatud potentsiaalselt ohtlikele
happelistele tingimustele. Uhtlasi viibivad embriiod lithemat aega viljaspool inkubaatorit. Kuna
eesmirk on suurem edukate viljastumiste ning pesastumiste arv, voib lasertehnoloogia abil
teostatavat rakkude eemaldamist pidada kolmest meetodist parimaks (De Vos et al., 2001).
Embriiost saab eemaldada umbes veerandi tema rakkudest ilma, et see mdjutaks negatiivselt

edasist in vitro arengut (De Vos et al., 2001).

PGD ja PGS-i teostamiseks on voimalik kasutada embriio arengu kolme erinevat staadiumit:
polaarkeha staadium, 16igustumise staadium ning blastotsiisti staadium. (Milachich et al., 2013)
Preimplantatsiooniline embriio koosneb piiratud arvust rakkudest, seega tuleb diagnostika 14bi
viia iiksikute embriionaalsete rakkudega. Pohiline meetod PGD rakendusel kasutab {ihte voi
kahte blastomeeri kolmepéevasest 10igustumisstaadiumis embriiost. (Van der Aa et al., 2013).

T66 embriiotega on ndidanud, et materjali eemaldamine kahe- voi neljarakulisest embriiost
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viahendab suuresti looteks arenevat sisemist rakumassi ning on seega biopsia teostamiseks

ebasobilik (Hardy et Handyside, 1993).

5.1 Polaarkeha biopsia

Polaarkeha biopsia, milleks kasutatakse munaraku arengu kéigus meiootilise jagunemise
tulemusena tekkinud naise DNAd sisaldavaid polaarkehasid, viiakse ldbi varases
arengustaadiumis (Milachich et al., 2013). Biopsiaks kasutatakse nii esimest, viljastamata
kiipse munaraku kui ka teist, viljastunud munaraku polaarkeha ning viiakse 1dbi vastavalt
paeval 0 voi 1 (Van der Aa et al., 2013). Kuna polaarkehade biopsia ei sisalda embriio enda
rakkude kasutamist, annab see meetodile nii eetilised kui ka embriio tervist puudutavad eelised.
Kuna polaarkehad ei ole edukaks viljastumiseks ega normaalseks embriionaalseks arenguks
vajalikud, ei kaasne nende eemaldamisega ka otsest kahju embriiole endale. Siiski kasutavad
tanapdeval seda tehnikat vahesed riigid. (Milachich et al., 2013) Pohjuseks on polaarkehades
sisalduva geneetilise materjali vdhesus, mistottu on Seda analiiiside teostamiseks
amplifitseerida (Capalbo et al., 2013). Lisaks toomahukusele ja suurtele véljaminekutele,
voimaldab meetod uurida vaid emapoolseid muutuseid genoomis ning sdilib kdrge risk

aneuploidsusteks, sest ei tuvastata ka naiteks mitootilisi vigu (Kuliev et al., 2011).

Polaarkeha biopsiat voib kasutada alternatiivina embriio biopsiale, kui uuritakse ainult
emapoolseid kromosoomiarvu muudatusi voi mutatsioone (Montag et al., 2009). Kui osad
meditsiiniasutused kasutavad polaarkehasid, et véltida embriio rakkude eemaldamist, siis teised
seevastu kasutavad neid vastavas riigis kehtivate embriionaalsete rakkude kasutamist
keelustavate regulatsioonide tottu (Verlinsky et al., 1990, 1997; Kupker et al., 2001) Lisaks
eeltoodud eelistele jitab polaarkeha biopsia kodige rohkem aega juba eemaldatud materjalil
analiiiiside teostamiseks ning langeb &ra ka voimalus preimplantatsioonilise arengu hilisematest

staadiumites esinevast mosaiiksusest tingitud valediagnoosiks (Christopikou et al., 2013).

5.2 Loigustumisstaadiumi biopsia

Arengu kolmandaks paevaks koosneb viljastunud munarakk 6-8 rakust, kust saab isoleerida iiks
kuni kaks rakku. Loigustumisstaadiumi biopsia teostatakse kolmanda arengupdeva hommikul.
Blastomeeride eemaldamist kolmepéevasest embriiost on kujutatud joonisel 2. Peamine eelis

teiste staadiumite ees on vdimalus tuvastada isapoolsed ja mitootilised aneuploidsused.
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Tanapéeval on 1digustumisstaadiumi blastomeeride eraldamine kolmandal paeval parast IVFi
pohiline kasutatav biopsia meetod (Van der Aa et al., 2013). Loigustumisstaadiumi biopsia on
rahvusvaheliselt koige enam kasutatud raku eemaldamis-staadium moodustades umbes 90%
koigist teostatud biopsiatest PGD kéigus (Harper et al., 2010). Kuigi teoreetiliselt on polaarkeha
biopsia ja blastotsiististaadiumi biopsia embriiole vihem kahjulikud kui 16igustumisstaadiumi

biopsia, on see siiski levinuim meetod.

Vorreldes polaarkehadega saab blastomeeride analiiiisimisel paika panna kindlama diagnoosi
ning erinevalt blastotsiisti rakkudega todtamisel jadb ka piisavalt aega analiiliside tdielikuks
teostamiseks enne embriio emakasse siirdamist. (De Vos et al., 2009) Uhe vdi kahe blastomeeri
eraldamise iile on vaieldud, sest kahe raku eraldamisel on vdimalik saavutada tdpsem diagnoos,
kuid samas on see embriiole invasiivsem ning v3ib mojutada implantatsiooni (Harper et al.,
2012). Blastomeeri biopsia piirangud véljenduvad ka mosaiiksuse esinemises kuni 60%
embriiotel 10igustumisstaadiumis. Kuigi mosaiiksust voib leiduda ka blastotsiistis, on see siiski

tunduvalt vdhemaarvuline kui 6-8 rakustaadiumis. (Milachich et al., 2013)

Joonis 2. Loigustumisstaadiumi biopsia. Hoidmispipeti otsa paigutatud 16igustumisstaadiumi
embriiolt eemaldatakse 14bi avause ZP’s peene noelaga iiks kuni kaks blastomeeri. (Iwarsson et
al., 2011).

5.2.1 Mosaiiksus

Suur osa inimese ldigustumisstaadiumi embriiotest omavad kromosomaalset mosaiiksust,
koosnedes nii diploidsetest kui ka mitte-diploidsetest rakkudest (Bielanska et al., 2001).

Esimesed gameetide rakutsiiklid pédrast IVFi on vastuvotlikud kromosomaalsele
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ebastabiilsusele. Kromosomaalne muutlikus embriiotes ei ole tingimata nende arengule

saatuslik, kuid voib viia mitmete erinevate muutusteni tervises (Voet et al., 2011).

Paljud embriio blastomeerid omandavad 18igustumisstaadiumis tilesehituse, mis ei iseloomusta
originaalset siigootset genoomi. Esinevad nii valed kromosoomipaaride lahknemised kui ka
struktuurilised iimberkorraldused. Pre- ja postnataalse DNA analiiiis niitab, et kromosoomiarvu
ja -struktuuri ebastabiilsust esineb nii in vitro kui ka in vivo viljastatud munarakkudel. Ule 50%
blastomeerides embriio kohta esinev kromosomaalsetes hélvetes voOi mitte-diploidses
kariiotiilibis véljenduv mosaiiksus vdhendab embriio vOimet areneda blastotsiistiks, mille
tagajarjeks voib olla suurenenud oht ebadnnestunud implantatsiooniks siirdamisel 1digustumise
staadiumis (Bielanska et al., 2001). Lisaks, osa aneuploidseks tunnistatud 16igutumisstaadiumi
rakke teevad blastotsiisti staadiumiks 1dbi enese-paranduse, mille tottu vdib olla vale embriiole

pandud diagnoos (Milachich, 2013).

Mosaiiksuse esinemise pédrast embriiotel ei ole PGD teostamine kaheksa-raku staadiumis
kunagi péris usaldusvidire. Ka kahe raku eemaldamisel ei saa me olla péris kindlad embriiosse
jaanud rakkude kromosomaalse iilesehituses ning tuleb arvestada voimalike tsiitogeneetiliste
muutustega kuni blastotsiisti staadiumini. (Wells et al., 2005) Kuni puudub tiielik iilevaade
mosaiiksete embriiote arengust, voib juhtuda, et korvale jaetakse terve embriio, samas, kui

siirdatakse vigane (Baart et al., 2006).

5.3 Trofektodermi (TE) biopsia

Trofektodermi biopsia viiakse 1dbi blastotsiisti staadiumis parast embriio jagunemist sisemiseks
rakumassiks, millest areneb embriio, ning seda {imbritsevaks trofektodermiks. Jagunemine
toimub umbes 5. pieval. Protseduuri kédigus eemaldatakse liksikute blastomeerirakkude asemel
suuremal arvul TE rakke. (Brezina et al., 2012) Viiendal pédeval pérast viljastamist
eemaldatakse trofektodermist klaasndela voi laseri abiga umbes viis rakku. Selle tulemusena ei
kaota embriio sisemist rakumassi ning jaéb ilma suuremate vigastusteta (McArthur et al.,2005).
Kui I6igustumisstaadiumi diagnostikal vdivad olla negatiivsed tagajérjed embriio kahjustamise
tottu, siis viiendal pdeval testimine lubab kasutada biopsiaks rakke, mis ei ole otseselt seotud
embriio, vaid pigem embriioplasti moodustumisega (Milachich et al., 2013). Kuigi mosaiiksuse
esinemine on blastotsiistirakkudes harvemini esinev kui varasemas arengustaadiumis, voivad
ka TE biopsia korral kromosomaalsed erinevused sisemise- ja vélimise rakumassi vahel

viahendada diagnoosi tdpsust (Illumina, 2014). Siiski on selles staadiumis suurem osa
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mosaiiksusest, mis 16igustumisstaadiumis esines, kadunud (Mertzanidou et al., 2013). Hilise

arengujirgu kasutamisel biopsiaks tuleb arvestada ainult umbes poolte implantatsioonieelsete

embriiote joudmisega blastotsiisti staadiumisse, mis piirab oluliselt analiiiisideks kasutatavate

blastotsiistide arvu (McArthur et al., 2005). Lisaks vajab TE rakkude biopsia blastotsiisti

staadiumis embriio kiilmutamist ning hiljem sulatamist, sest biopsia lilkkamine arengu hilisesse

staadiumisse limiteerib oluliselt diagnoosi teostamiseks kasutatavat acga ning puudub véimalus

sooritada uus PCR voi rehiibridiseerida FISH-1 proove enne, kui embriio siirdamist vajab (Van

der Aa et al., 2013).

Tabel 2. Erinevate biopsia meetodite eelised ja puudused. (Illumina, 2014)

Puudused

Polaarkeha

Loigustumisstaadium

Blastotsust

Pikem aeg analiilisideks enne
embriiosiirdamist

Ei  eemaldata  materjali
embriiost

Osades riikides ainus lubatud
variant

Koige levinum

Tuvastab nii  ema-  kui
isapoolsed vead

Piisavalt aega analiiiiside
teostamiseks

Vihem  mosaiiksust, kui
16igustumisstaadiumis
Eemaldatavad rakud ei osale
otseselt embriio enda arengus
Analuusitakse rohkem, kui
iihte rakku

Ei tuvasta mitootilisi vigu
Ei tuvasta isapoolset
aneuploidsust
Vajamineva  materjali
hulk suur

Voib mojutada embriio
eluvoimet

Suur mosaiiksuse
esinemissagedus

Vihe aega analiilisideks,
embriiod vajavad
kiilmutamist

Voib olla ebasobiv, kui
patsiendil ei moodustu
palju blastotiiste
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5.4 Embruote siilitamine

Kuna analiiiiside 14biviimiseks on pérast biopsiat aega piiratult, kasutatakse pérast rakkude
eemaldamist embriiote kiilmutamist. Kiilmutamine seiskab arengu ajaks, mida on vaja
uuringute labiviimiseks. Kuna siirdamist liikatakse edasi, teostatakse see naise jargmise
menstruaaltsiikli ajal, kui emakas on vastuvotlik ning viljastatud munarakk saab pesastuda.
(Chang et al., 2013) Sobilik jargnev tsiikkel voib olla loomulik voi ka hormoonidega esile
kutsutud (Van der Aa et al., 2013).

Kriiosdilitamine viitab elusrakkude séilitamisele madalal, tavaliselt -196 °C, temperatuuril
vedelas lammastikus (Zhao et al., 2011). Rakkude kiilmutamiseks kasutatavad meetodid
peaksid kindlustama nende korge elujoulisuse pérast sulatamist, kuid v3ib juhtuda, et embriiod
saavad kahjustada rakusiseste jadkristallide moodustumise pérast (Granne et al., 2008, Zhao et
al., 2011). Kaks peamiselt kasutatavat kiilmutamise meetodit on vitrifikatsioon ning aeglane
kiilmutamine (SPF) (Edgar et al., 2012). Vitrifikatsioon saavutatakse kasutades viga Kiiret
kiilmutamist (15,000-30,000 °C minutis), mille tulemusena saavutab vesi klaasilaadse seisundi
ning vilditakse jadkristallide tekkimist. Ténu kiilmumisvastaste kaitseainete (nt. gliitserool)
lisamisele moodustub jaa asemel geelitaoline materjal, tdnu millele ei saa rakud vedelas
lammastikus hoidmisel viga. (Loutradi et al., 2008). Ellujagdmise ning pesastumise kohapealt
eclistatakse vitrifikatsiooni, sest vorreldes SPF’iga on tulemuseks vdhenenud risk DNA
kahjustusteks (Kopeika et al., 2014). Kui meetodit rakendatakse digesti, on vitrifikatsiooni teel
kiilmatud ning seejérel sulatatud embriiotel silmapaistvalt korge ellujddmise voimalus, isegi

kuni 95 % (Cobo et al., 2012).

6 Metoodika

6.1 Poliimeraasi ahelreaktsioon (PCR)

Kui geneetiline materjal on biopsiaga munarakust voi embriiost eemaldatud, saab alustada
geneetilise analiilisiga. Esimeste preimplantatsiooniliste analiiliside teostamisel kasutati
poliimeraasi ahelreaktsiooni embriio soo maéadramiseks, amplifitseerides Y-kromosoomi

spetsiifilised regioonid (Handyside et al., 1990). Siiski sai peagi selgeks, et soomddramine on

17



lihtsam ning usaldusviirsem kasutades FISH meetodit ning praegusel ajal kasutatakse PCRi
monogeensete haiguste tuvastamiseks, amplifitseerides sihtmirklookuse mutatsiooni-

spetsiifiliste praimeritega. (Iwarsson et al., 2000)

Eraldatud rakud liiisitakse DNA kéittesaamiseks lahuses ning segatakse seejarel PCRi
reaktsiooniseguga, mis sisaldab reaktsiooni toimumiseks vajalikke praimereid, nukleotiide ning
poliimeraasi (Sermon et al., 2004). Uldiselt teostatakse mutatsioonanaliiiis paralleelselt
vihemalt kahe poliimorfse markeriga, et kontrollida mutantse alleeli korrektset
amplifitseerumist. Kuna PCR on kiillaltki kiire ning mugav viis DNA testimiseks, kasutatakse
seda paljude implantatsioonieelsete analiiliside labiviimiseks. Siiski, vajab meetod piisavat
kogust puhast ja kvaliteetset DNAd, mille kéattesaadavus polaarkehast voi {iksikust
embriiorakust vdib olla raskendatud. (Van der Aa et al., 2013) Uksikraku DNA amplifikatsiooni
efektiivsus on kindlasti madalam, kui tavaliste PCR analiiliside teostamisel, kus algmaterjali
voib olla palju suuremates kogustest. Vdhenenud amplifikatsiooni efektiivsus voib olla
pohjustatud nii ebadnnestunud proovi kogumisest kui ka PCRi protseduurist endast. Vottes
arvesse, et inimese iiksik diploidne rakk sisaldab vaid umbes 7 pg DNAdJ, v4ib enne analiiiiside

teostamist 1dbi viia raku kogu genoomi amplifikatsiooni. (Van der Aa, et al., 2013)

Uksiku raku geneetilise diagnoosimisega kaasnevad teatud ohud, niiteks amplifikatsiooni
ebadnnestumine, saastumine vilise DNAga voi alleeli viljalangemine (allele drop-out ADO).
Polaarkeha vdi blastomeeri rakud sisaldavad analiiliside l&biviimiseks piiratud materjali ning
on seega probleemidele rohkem altid kui trofektodermi koe rakud blastotsiisti staadiumis,
millest on voimalik eraldada rohkem rakke ja DNA-d. Tdstes analiiiisitavate rakkude arvu on

voimalik vihendada ka vigade esinemise tdenédosust. (Milachich et al., 2013)

Uheks suurimaks PCR meetodi puuduseks on ADO, mille t3ttu iiks kahest uuritavast alleelist
heterostigootses proovis ei amplifitseeru (Van der Aa et al., 2013). Selle pohjuseks vaib olla nii
DNA madal kontsentratsioon, mille tottu iiks alleelidest ei pruugi eduka amplifitseerumise
jaoks vajalikus koguses olemas olla, véi DNA madal kvaliteet, mis voib takistada praimerite ja
poliimeraasi seondumist (Thornhill et Snow, 2002) ADO ohustab PGD usaldusvéarsust, sest
embriio vdidakse ekslikult tunnistada kas terveks voi mitte, olenevalt millise alleeli
amplifitseerumine ebadnnestub. Eriti murettekitav on ADO autosomaal-dominantsete haiguste
korral, kus mutantse alleeli véljalangemine voib viia mutatsiooni kandva embriio siirdamiseni.
Multipleks PCRiga saab iiheaegselt uurida mitmeid lookuseid, kui praimerid on mérgistatud
erinevate fluorestsentsmérgistega. Aheldusanaliilisi ldabiviimiseks tuleb koguda proovid nii
vanematelt kui ka vdhemalt iihelt mutatsiooniga perekonna liikmelt, et identifitseerida
informatiivsed markerid. (Thornhill et Snow, 2002) Kasutades multipleks PCRi koos
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poliimorfsete markeritega, on voimalik vdhendada ADO ja védédrdiagnoosi voimalikku esinemist

(Harper et al., 2011).

Lisaks iihe alleeli ebadnnestunud amplifitseerumisele ehk ADOle, v3ib uuritavas materjalis
esineda lisa alleel, mis tegelikult analiitisitavas DNAs ei esine. Sellist viikese DNA koguse
paljundamisel tekkivat nahtust kutsutakse alleeli tekkeks (ingl allele drop-in ADI). Lisandunud
alleelid on DNA poliimeraasi poolt amplifikatsioonil tehtud vigade voi kontaminatsiooni
tagajarg ning ei amplifitseeru kordusreaktsioonis. Nagu ka puuduv alleel, segavad ADI poolt

tekitatud kdrvalekalded andemete analiitisi ning korrektse tulemuse saamist. (Gill et al., 2000)

Suur PCRIi tsiiklite arv ning DNA limiteeritud kogus, teevad iiksikraku analiiiisid tundlikuks
kontaminatsioonidele. Geneetilise materjali saastumine isa-, emapoolse voi vilise DNAga voib
viia embriio viédrdiagnoosini. Kuna DNA munarakule kinnitunud spermidest voi cumulus’e
rakkudest on potentsiaalne saasteallikas, tuleb viljastamiseks kasutada ICSI meetodit ning
puhastada korralikult eemaldatud rakud. Vilise saaste proovidesse sattumise ohu vilistamiseks
peab keskkond laboris, kus analiiiise teostatakse, olema rangelt kontrollitud. Lisaks voib
teostada analiiise poliimorfsete markerite juuresolekul, et kinnitada testitava DNA

embriionaalne péritolu. (Hershberger et al., 2011; Sermon et al., 2004)

Analiiiise teostades tuleb arvesse votta meetodi puuduseid nagu amplifikatsiooni efektiivsus,
oht kontaminatsiooniks ning ADO ja ADI. Tuleb arvestada, et amplifikatsiooni
ebadnnestumine ei tdhenda, et embriio oleks mutatsioonist vaba. PCRi kiigus tekkivad vead
voivad viia valediagnoosini ning defektse embriio siirdamiseni voi terve embriio kdlbmatuks

tunnistamiseni. (Harper et al., 2011)

6.2 Insitu fluorestsentshiibridisatsioon (FISH)

Tsiitogeneetilised analiiiisid implantatsioonieelsete embriiotega viiakse 14bi kasutades FISHi
ehk in situ fluorestsentshiibridisatsiooni. (Egozcue et al., 2000). FISHi kasutatakse
aneuploidsuste tuvastamiseks implantatsioonieelse sdeluuringu kéigus, kromosomaalsete
aberratsioonide kindlaks tegemiseks ning X-liiteliste haiguste korral soo maaramiseks (Sermon
et al, 2004). Pérast biopsiat kantakse eraldatud rakud klaasist alusele ning laotatakse lahuse
abiga iile klaasi. Rakud liiiisitakse nii, et DNAd sisaldav tuum oleks hiibridiseerimiseks ja
analiiiisiks kittesaadav. Erinevate fluorestsentsviarvidega margistatud geeniproovid kantakse
rakkudest eraldatud geneetilisele materjalile, kus need peaksid komplementaarsuse alusel

spetsiifilistele ~ kromosoomidele  kinnituma. Seejarel visualiseeritakse proov
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fluorestsentsmikroskoobis, et lugeda rakus esinevad mérgistatud kromosoomid, mille jargi saab
otsustada, kas rakk, millest proov voeti, on normaalne voi korvalekalletega. (Iwarsson et al.,
2011). Fluorestsentsproovide tiilip ja number sdltub néidustusest, mille jaoks analiilise
teostatakse. Néiteks soo méddramiseks ldheb vaja vaid kahte, X- ja Y-kromosoomi, proovi, ning
autosomaalset proovi ploidsuse kontrollimiseks. Aneuploidsuste sdeluuringul on analiiiisitavate
kromosoomide arv piiratud kasutusel olevate fluorokroomide arvuga. (Sermon et al, 2004)
FISH meetodiga analiiiisitavad kromosoomid on 1, 13, 16, 18, 21 ning sugukromosoomid X ja
Y. Uldiselt analiiiisitakse kromosoome, millel on kdige suurem oht trisoomia esinemiseks
(lwarsson et al., 2011). Analiiiside edukus sdltub geneetilise materjali kvaliteedist,
kasutatavate fluorestsentsproovide omadustest ning analiiiisitavate kromosoomide arvust.
Uldjuhul saadakse informatiivsed tulemused umbes 90% juhtudel. (Egozcue et al., 2000)
Erinevate fluorestsentsproovidega margitud ning mikroskoobis visualiseeritud FISH proovid

on néha joonisel 3 lehekiiljel 21.

Vaatamata FISHi laiale kasutusele implantatsioonieelses diagnostikas, on selle kasutamisel
tiksiku raku analiiiisiks moned piirangud, mida tuleb meetodi efektiivsuse ja vadrdiagnoosi
minimeerimise koha pealt silmas pidada. Hoolimata suurest kasutusel olevate FISH proovide
hiibridiseerumise efektiivsusest, esineb siiski risk hiibridiseerumise ebadnnestumiseks, mille
tottu voib tdlgendada valesti monosoomiate esinemise. Mitme proovi kasutamine analiiiiside
teostamisel peaks probleemi detekteerimisel abiks olema. FISHi valed tulemused voivad olla
hiibridisatiooni ebadnnestumise, ndrga signaali, proovi seondumine vale kromosoomiga voi
uuritava kromosoomi peritsentrilise piirkonna deletsioon. (Pehlivan et al., 2003) Limiteeritud
arvu DNA proovide mérgistamiseks olemasolevate fluorokroomide tottu, saab FISH meetodiga
hinnata kiillaltki piiratud arvu kromosoome. Uheks probleemist iilesaamise vdimaluseks on
teostada analiiise mitu korda, pestes fluorestseeruvad proovid tsiiklite vahepeal maha ning
kasutades neid siis erinevate kromosoomide jaoks uuesti. Tuleb aga arvsesse votta, et FISH
analiiiiside tdpsus vdheneb iga lisanduva hiibridisatsiooni ringiga ning selletdttu ei ole
soovitatav teostada rohkem kui kaks voi kolm jérjestikust analiiiisi. Kuna kasutusel olevad
FISH meetodid lubavad hinnata vaid piiratud arvu kromosoome, ei ole vilistatud, et osad
defektsed embriiod jddvad markamatuks ning just sellel pohjusel asendatakse meetodit vihesel
maédral mikrokiip-pohise vordleva genoombhiibridatsiooniga (Van der Aa et al., 2013; Wells et
al., 2008)

20



Joonis 3. FISH analiiiisid. (a) Uksikraku soo miidramine X- (punane) ja Y-kromosoomi

(roheline) spetsiifiliste tuumale hiibridiseeritud proovidega. (b) FISH retsiprooksete
translokatsioonide analiiiisiks tsentromeeri.spetsiifiliste (kollane ja roosa) ja telomeeri-eelsete
(punane ja roheline) proovidega translokatsioonis osalevatel kromosoomidel. Iga proovi kaks

signaali nditab muutusteta embriiot. (Iwarsson et al., 2011)

6.3 Kogu genoomi amplifikatsioon (WGA)

Vottes arvesse, et liks inimese diploidne rakk sisaldab vaid umbes 7 pg DNAd, on enne
tilegenoomset analiilisi vajadus kogu genoomi amplifikatsiooniks (WGA). Vastavalt
kasutatavale WGA meetodile, saab DNAd paljundada tuhandeid kordi ning iiletada seega
vihese algmaterjaliga kaasnevad probleemid. (Van der Aa et al., 2013) Kvaliteetse WGA
teostamiseks on vilja tootatud erinevaid tehnikaid, mille hulka kuuluvad mitme nihke

amplifikatsioon (multiple displacement amplification MDA) ja PCR-pdhised meetodid.

MDA meetodi puhul seonduvad denatureeritud iiksikraku DNAga juhuslikud heksameersed
praimerid, mille jargi toimub konstantsel temperatuuril proofreading aktiivusega faagi ¢29
DNA poliimeraasi juuresolekul DNA siintees. Kui siinteesitava fragmendi 3’ ots jouab teise
fragmendi 5’ otsani, nihutatakse siinteesitud ahel nii, et seonduda saaks uus praimer ja siintees
uuesti alata. Vorreldes PCR-pohiste amplifikatsiooni meetoditega, toodab MDA suuremaid,
vihemate vigadega produkte ning sobib oma korge tdpsusega kasutuseks SNP

genotiipiseerimisel. (Van der Aa et al., 2013; Zheng et al., 2011)
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PCR pohiseid WGA meetodeid on kolm: PEP (primer extension preamplification), DOP-PCR
(degenerante oligonucleotide PCR) ja linker-adapter PCR (linker-adaptorPCR, LA-PCR) Kui
PEP vajab amplifikatsioonieelset etappi praimeri seondumissaitide lisamiseks DNA
fragmentidele, siis LA-PCR kasutab seondumissaitide loomiseks DNA fragmentidele ligeeritud
adaptereid. Erinevalt tavaparasest PCR reaktsioonist, pannakse PEPi puhul 15 aluselised
juhusliku jdrjestusega praimerid denaturatisooni jargselt DNAga {iihinemiseks madalale
temperatuurile (37°C), mille tdttu seonduvad need mittespetsiifiliselt. (Thornhill et Snow,
2002; Zheng et al., 2011) DOP-PCRi erinevuseks on osaliselt degenereerunud
oligonukleotiidide kasutamine, mis seonduvad madala temperatuuriga tsiiklite jooksul
mitmetesse kohtadesse iile genoomi. Taq poliimeraasi kasutamine nii PEP kui DOP-PCRI
reaktsioonides, piirab DNA fragmentide pikkuse 3 kb’ni samas, kui MDA produkt vdib olla
kuni 10 kb. Lisaks, puudub Tag DNA poliimeraasil proofreading aktiivusus, mille tdttu ei
eemaldata voimalike siinteesil tekkinud vigu. Nagu ka tavapérase PCRi reaktsioonide puhul,

ohustavad WGA meetodil saadud andmete diget analiiiisimist ADO ja ADI. (Zheng et al., 2011)

6.4 Mikrokiip tehnoloogia

Peaaegu 20 aastat tagasi tutvustati molekulaarset tslitogeneetiliste meetodit, mille abil on
voimalik raku koigi kromosoomide {iheaegne hindamine. Meetod, mis arendati algselt vilja
kasvajarakkude kromosoomide uurimiseks, pShineb vordleval genoomhiibridatsioonil (CGH).
(Kallioniemi et al., 1992) Meetod rakendab erinevalt maérgistatud DNA proovide
hiibridisatsiooni normaalsetele metafaasi kromosoomidele. Erinevate fluorokroomidega
margistatud DNA fragmendid seonduvad kromosoomide komplementaarsete jirjestustega ning
vérvide fluorestsentsi suhte jirgi on vdimalik detekteerida ja vorrelda kromosoomi koopiate
arvu uuritavas ja vordlusena kasutatavas DNAs (Kallioniemi et al., 1992). Kui uuritav ja
vordlus DNA on maérgistatud vastavalt rohelist ja punast fluorestsentssignaali andva vérviga,
siis iileliigne roheline fluorestsents kromosoomil osutab geneetilise materjali kordistumisele
(trisoomia) ning liigne punane fluorestsents geneetilise materjali kaotusele. Kuna CGH vajab
umbes iiks mikrogrammi DNAJ, tuleb enne analiiiiside teostamist 14dbi viia kogu genoomi
amplifikatsioon. (Wells et al., 2008) Kuigi aneuploidsuse kohta on voimalik saada palju infot
ka FISH meetodiga, analiiiisimata kdiki kromosoome, saab maksimaalse tépsuse siiski vaid
terve kromosoomikomplekti hindamisel. Seetdttu on CGH oluline meetod ootsiiiitide ja

embriiote sdeluuringul. Siiski jadb limitatsiooniks hiibridisatsiooniks kuluv aeg (kuni 72 tundi),
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mille tottu tuleks analiilisitavad embriiod kiilmutada ning nende elujoulisus voib viheneda.

(Wells et al., 2008)

Uuem tehnoloogia, mikrokiibi pohine CGH (aCGH), tootati vélja analiiiside tépsuse ja
efektiivsuse tdstmiseks. aCGH lubab translokatsioonide ja teiste aneuploidsuste sdeluuringut
kdigil 24 kromosoomil. Uhtlasi on automatiseeritud andmete lugemine, mis vilistab
fluorestsentssignaalide palja silmaga jalgimise. (Wu et al., 2013) Nagu ka tavalise CGH
meetodiga, kasutavad mikrokiibid erisuguselt margistatud uuritava ja teadaoleva kartiotiiiibiga
vordlus DNA vordlevat hiibridiseerimist. Iga DNA proov on spetsiifiline erineva kromosoomi
piirkonna suhtes ning hoivab alusel kindla koha. Taaskord on kromosoomide lisa voi kaotus
véljendatud erinevate positsioonide fluorestsentsi intensiivsusega. Joonisel 4 on Kkujutatud
erinevate maérgistega DNA hiibridiseerimine mikrokiibile ning tulemuste analiiiis
fluorestsentssignaalide suhte pohjal. Vorreldes tavalise CGH meetodiga, on mikrokiipidel
pohinev  hiibridisatsioon ~ vihem  aegandudev, mis teeb meetodi sobilikuks
implantatsioonieelsete analiiiiside teostamiseks ilma embriiote kiilmutamise vajaduseta. (Wells
et al., 2008) Kuigi iiksikraku aCGHI on FISHi ees eeliseid, tuleb arvesse votta, et WGA
produktis esinev ADO ja ADI vdivad mojutada fluorestsentssignaale {ihe voi teise alleeli kasuks
ning lookus-spetsiifilise amplifikatsiooni tulemus voib sdltuda omadustest nagu lookuse

guaniini- ja tsiitosiinirikkus (Van der Aa et al., 2013).

Lisatav

Uuritav x ::;(:;ie:tsents- 2 Uuritav:vordlus
DNA — O O O 0 suhe >1 =—> Duplikatsioon
x oe g \ —— Hiibrideseeri- O O O O
- - gg mine kiibile O O O O
E& > O O O O :Juuhriet::\ll:vérdlus — m::::it:;
SN L 0000
—_— / : O O O . Uuritav:vordlus —3 peletsioon

Referents X

DNA x Lisatav suhe <1
fluorestsents-
margis

Joonis 4. Mikrokiibi analiilisi kdigus erinevalt margitud uuritava ja referents DNA proovide
hiibridiseerimine  oligonukleotiid proovidega, millele jirgneb fluorestesntssignaalide

intensiivsuse analiiiis ja koopiaarvu muutuste tuvastamine (Larsen et al., 2013)

Veel iiheks aneuploidsusi detekteerivaks mikrokiibiks on iiksiknukleotiidsete poliimorfismide

(SNP) analiitisil pohinev meetod ehk SNP mikrokiip (Wells et al., 2008). Nagu ka aCGH, pakub
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SNP mikrokiiptehnoloogia iilegenoomset meetodit DNA koopiaarvu muutuste analiiiisiks (Van
der Aa et al., 2013). Uldiselt lubab SNP mikrokiip tehnoloogia tuvastada tsiitogeneetiliste
rakenduste jaoks 10 000 kuni 500 000 iiksiknukleotiidset poliimorfismi erinevates
positsioonides iile kdigi kromosoomide. SNP mikrokiibi pdhimdte on sama, mis tavalisel DNA
mikrokiibil, mille puhul toimub DNA hiibridisatsioon ja fluorestsentssignaalide analiiiisimine,
kuid SNP kiibi puhul ei hiibridiseerita patsiendi DNAd koos kontroll DNAga, vaid iga proovi
fluorestsentssignaali intensiivsust vorreldakse olemasoleva andmebaasiga. Selle asemel, et
kombineerida amplifitseeritud uuritav geneetiline materjal vordlus DNAga, hiibridiseeritakse
see eraldi, hinnates vordlusproove paralleelselt. Seega on vdimalik uuritava materjali
mérkimine sama vérviga. DNA koopiaarv arvutatakse kahel viisil. Esiteks vorreldakse igas
SNP lookuses detekteeritud alleele vanemate omadega, mis néitab, millised vanemate alleelid
on embriiole péarandunud. Seejérel vorreldakse uuritava DNA ja  vordluspaneeli
fluorestsentssignaalide intensiivsust. Kui mingis kromosoomis annavad vaadeldud SNP
markerid uuritava DNA kohta intensiivsema signaali, kui vordluses, voib oletada
kromosomaalse materjali lisa ning vastupidi ndrgem fluorestsents osutab materjali kaotusele.
(Wells et al., 2008) SNP pdhise meetodiga on vdimalik tuvastada ka heterosiigootsuse kadu.
(Van der Aa et al., 2013) SNP mikrokiibi oluline eelis on lisaks kromosoomi koopiaarvu
tuvastamisele ka genotiiiibi kohta saadav info. Tuhandete {iile genoomi paiknevate
poliimorfismide iiheaegne analiiiis annab igale uuritavale embriiole ainulaadse DNA
sormejélje, mille abil saab tuvastada vanemliku péritolu. (Wells et al., 2008) SNP-mikrokiip
ning ka teised uuemad iiksikraku geneetilise analiiiisi meetodid ning nendega tuvastatavad

muutused DNAS on néha joonisel 5 lehekiiljel 25.
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Joonis 5. Uksikraku geneetiline analiiiis PGDs. Pirast biopsiat teostatakse WGA ning
analiiiisitakse geneetilist materjali CGH mikrokiibi, SNP mikrokiibi voi jirgmise pdlvkonna
sekveneerimisega. Iga analiiiisiplatvorm lubab erinevate geneetiliste muutuste detekteerimist.

(Van der Aa et al., 2013)

6.5 Jéargmise polvkonna sekveneerimine (NGS)

Uue podlvkonna sekveneerimistehnoloogiate (NGS) kasutuselevotuga sai voimalikuks terve
genoomi koOigi geneetiliste varieeruvuste uurimine ithe katse kdigus. PGD jaoks voib see
tdhendada nii uut meetodit koigi vdimalike ndidustuste uurimiseks, kui ka embriiote
analiilisimist de novo mutatsioonide suhtes. NGS ehk teise polvkonna sekveneerimine
voimaldab jarjestada paralleelselt suure hulga DNA molekule ning iiletada probleemid nagu
vidhene informatsioon ja korge hind. Sekveneerimiseks koostatakse DNA raamatukogu, mida
kasutatakse paralleelse sekveneerimisel alusena. Tulemuseks saadud kuni 100 aluspaari
pikkused, kas iihest vdoi molemast otsast sekveneeritud jarjestused kaardistatakse referents

genoomile geneetiliste varieeruvuste tuvastamiseks. (Handyside, 2013; Van der Aa et al., 2013)

NGSil on vorreldes DNA mikrokiipidega mitmeid analiiiiside tipsust ja usaldusvairsust
parandavaid eeliseid. Kui mikrokiibiga kontrollitakse iiksikraku kindlaid, proovide poolt
médratud lookusi, siis NGS on hiipoteesivaba, voimaldades analiilisida peaaegu igat

amplifitseeritud nukleotiidi. Sekveneerimine lubab erinevalt SNP mikrokiibist iile genoomi
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paiknevate de novo DNA mutatsioonide avastamist ning andmete analiilis ei sOltu proovi-

spetsiifilisest fluorestsentsi intensiivsusest. (Van der Aa et al., 2013)

7  Embriio siirdamine

Kui analiiiisid on teostatud ning tulemused saadud, siiratakse PGD tsiikli neljandal vdi viiendal
pdeval, enne embriio loomulikku pesastumisaega, iiks voi kaks sobilikuks tunnistatud embriiot
steriilsetes tingimustes patsiendi emakasse (Van der Aa et al., 2013). Vilja valitud embriiod
stistitakse peene kateedri abil emakaddnde. Kuna siirdamisest iile jadnud embriiod siilitatakse
kiilmutamise teel, saab neid siirdamise ebadnnestumisel jargmiste tsiiklite jooksul kasutada.
Kiillmutatud embriio siirdamine ei erine vérske embriioga teostatavast protseduurist. Pirast
transplanteerumist alustatakse patisendil toetavat ravi progesterooniga, mis voib kesta kuni
raseduse 12. nddalani. (Tonsiver et al., 2013). VG&ib ka juhtuda, et siirdamist ei saa teostada,
kuna iikski analiiisitud embriio ei ole iilesehituselt sobilik vdi ei ole analiiiisi tulemused

piisavad, et otsustada tdpselt embriio seisundi tile (Hershberger et al., 2011).

8 Riskid

PGD, mis on suureks abiks geneetiliste héiretega paaridele, on siiski kiillaltki agressiivne
meetod, sest embriiolt eemaldatakse iiks vo1 mitu rakku. Protseduurid, mis on vajalikud
analiiiiside ldbiviimiseks, voivad hdirida arenevat embriiot ning mdjutada 1dpptulemust.
Ldigustumisstaadiumis, kus embriio ei ole veel arenenud sisemiseks ja védlimiseks rakumassiks
ning k&ik rakud panustavad vordselt embriio edasisse arengusse, on biopsia jooksul tekitavateks
hdiringuteks suurem oht, kui hilisemas staadiumis. Piiratud materjali tottu on probleemidele
vastuvotlikumad polaarkehad ja blastomeeri rakud, samas kui TE rakkude kasutamine, millest
saab eraldada rohkem geneetilist ainet, vihendavad riske. Vottes arvesse rakkude suhet, millest
embriio koosneb ning mitu rakku eraldatakse, peaks blastotsiisti staadiumi olema arengu

seisukohast vihem héirivam. (Milachich, 2013)

Kuna biopsia nduab embriio lithiajalist inkubaatorist eemaldamist, embriiokesta augu tegemist

ning rakkude eemaldamist, voiks arvata, et embriio voib sellisest kdsitlemisest kahjustuda. Kui
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16igustumisstaadiumi biopsia teostatakse kahe kuni nelja raku staadiumis, ehk eemaldatakse
veerand rakumassist, mdjutab see arengut rohkem, vihendades sisemise- ja vélimise rakumassi

suhet. Seevastu kaheksa rakulise embriioga totades on embriio areng vahem mdjutatud. (Hardy

and Handyside, 1993)

Lisaks biopsia héirivale mdjule on PGD kiillaltki suur oht valediagnoosimine. Valediagnoosi
pohjuseid on mitmeid, nii kasutatava meetodi pdhiseid kui ka iildisemaid bioloogilisi voi
tehnoloogilisi puuduseid. (Brezina et al., 2012) Uksikraku geneetilise testimisega kaasnevad
teatud ohud piiratud materjali tottu nagu amplifikatsiooni ebadnnestumine, alleeli
viljalangemine ning saastumine vidlise DNAga. Pohjused voivad olla eriomased PCRile,
FISHile voi rakenduda molemale meetodile vordselt. Isegi iilitdpset PCR tehnoloogiat
kasutades teevad piirangud nagu mosaiiksus ja enese-parandus mehhanism tépse diagnoosi
paneku raskeks, seega on vOimalik tdlgendada valesti vea esinemine. (Milachich, 2013)
Tehniliste limitatsioonide tdttu, nagu kasutada olevate fluorokroomid ja analiiiiside jaoks
vajaminev aeg PGSi teostamisel, saab FISHiga testiga vaid kindla arvu kromosoome, seega eli
tuvastata aneuploidseid embriioid, mille viga asub mitte-uuritavas kromosoomis (Mastenbroek
etal., 2011).

Viirdiagnoosi tagajdrjed ei pruugi olla patsiendi jaoks alati negatiivse efektiga, kuid
ebasoodsate juhtude korral voib tulemusena siindida haige laps voi katkeda terveks tunnistatud
embriioga rasedus. Samas voib resultaadina siindida ka terve, kuid mutatsiooni kandev jérglane
juhul, kui embriio tunnistati ekslikult terveks. (Wilton et al., 2009) Vaardiagnoosi pohjusteks
voivad olla veel valesti tdlgendatud tulemused, vale embriio siirdamine, kontaminatsioon ja
ebasobilike praimerite voi proovide kasutamine, millest suuremat osa on voimalik dra hoida
tootajate korrektse viljadppega (Wilton et al., 2009.) Kindlasti tuleb protseduuri ldbivate
patsientidega arutada PGD limitatsioone ning teavitada neid valediagnoosi ohust (Hershberger
etal., 2011).

27



Tabel 3. Valediagnoosi pdhjused ja drahoidmise voimalused (Wilton et al., 2009)

PGhjus Arahoidmine
e Ema- voi isapoolne kontaminatsioon e ICSI viljastamiseks, enne biopsiat
cemaldada koik cumulus e rakud.
e Mosaiiksus e Teise raku ja polaarkehade
analiitisimine
e ADO e Rohkem kui iihe raku eemaldamine
e Proovi voi praimeri ebadnnestumine e  WGA kordusanaliiiisideks
e Valesti mairgitud proovid, valesti e Piisav viljadpe
tolgendatud tulemus, vale embriio
siirdamine
e Analiiiside teostaja poolne e Korralik Kaitseriietus ja reguleeritud
kontaminatsioon keskkond
9 Eetika

Implantatsioonieelse diagnostika kasutusvoimalused on laienemas ning lisaks geneetiliste
haiguste tuvastamisele ning aneuploidsuste sodeluuringule kinnitavad kanda ka uued
kasutuspohjused. Nende hulka kuuluvad hilise avaldumisega haiguste ja vidhi eelsoodumuse
kindlaks tegemine ning ka mitte-meditsiiniline soovalik ja HLA sobitamine. Sellised

rakendused tOstatavad aga kiisimusi eetilise vastuvoetavuse kohta. (Robertson, 2003)

Uheks kdige vastuolulisemaks PGD rakenduseks on mitte-meditsiiniline soovalik, mida
patsiendid voivad soovida perekonna tasakaalustamiseks voi lihtsalt soo eelistamiseks, kui
vanemad soovivad vaid thte last. Peamine mitte-meditsiiniliste poOhjustega soovaliku
kasutamise mure on voimalik negatiivne efekt populatsioonide soolisele tasakaalule (Brezina
et al., 2012). Osades Hiina piirkondades niiteks on viimasel aastakiimnel toimunud
populatsioonis muutus nii, et iga saja naise kohta on 150 meest. Sellise ndhtuse peamiseks
pohjuseks on ebasoovitava sooga raseduste katkestamine, imikute hukkamine ning tiidruklaste

madalam hoolitsuse tase. Sellises iihiskonnas voib implantatsioonieelne soovalik viia tdsiste
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sooliste tasakaalutusteni. Seega, kuigi soovalik ei ole kahjulik potentsiaalsele lapsele, voivad
negatiivsed tagajérjed véljenduda iihiskonnas. (Klipstein, 2005) See ning pdhjus, et terved
embriiod jdetakse korvale vaid ebasobiva soo pdrast, on peamised pdhjused, miks mitte-

meditsiiniline soovalik paljudes riikides seadusevastane on (Brezina et al., 2012).

Kui praegu omame tehnoloogiat, et valida embriioid soo alusel, siis pole voimatu, et tulevikus
voime identifitseerida DNA jdrjestusi ja geene, mis méiédravad tunnuseid nagu pikkus, tugevus
jaintelligentsus. Eetilisest seisukohast on selline tehnoloogia kasutus, ehk soovitavate tunnuste
valimine embriios, aga kiisitav. (Brezina et al., 2012) Inimese isiksuse ning nii vaimsete Kui
flilisiliste tunnuste geneetilise tausta moistmine on geneetilise testimise seisukohalt libe tee,
mille potentsiaalset kalduvust eugeenikale ei saa ignoreerida. Tekivad kiisimused, et kui
vanematel oleks selleks voimalus, kas nad valiksid oma tulevase jarglase tunnuseid eesmargil
tagada neile parem elu ning kas selline viljavaade viiks tihiskonnani, kus oleks voimalik

indiviidide ehk niinimetatud ,,disainlaste* siinnieelne kujundamine. (Robertson, 1996)

Juhul, kui PGDd kasutatakse HLA-identse embriio valimiseks, tekivad doonorlapse heaolu ja
vairtustamisega seotus kiisimused (Liu, 2007). Kuna siirdatakse vaid embriiod, mille koetiilip
sobib olemasoleva haige lapsega, ning teised (ka terved) embriiod jdetakse korvale, voib
oletada, et doonorlapsed luuakse ainsa pohjusega pdista dde vdi vend. Selline késitlemine
tekitab kahtlusi, et laps siinnib vaid kindla eesmirgiga, mitte tema enda isiksuse vaértuse parast.
Kuigi ei tohiks olla kahtlust, et igat last armastatakse ning vaértustatakse perekonnas tihteviisi,
el saa vilistada lapse vahendina kasutamisega seotud muresid, mis sellise meetodi kasutusel

tekivad. (Klipstein, 2005).
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ARUTELU

Kui siinnieelne diagnostika 1980ndate aastate keskpaigas kanda kinnitas, sai selgeks, et
vanematel, kellel on potentsiaalne oht kanda jirglastele edasi geneetiline haigus voi
muudatustega kromosoomid, puudub selge viljavaade oma tulevase lapse tervisest. Abistatud
reproduktiivtehnoloogia kasutamisega sai voimalikuks in vitro viljastamise teel saadud
embriiote diagnoosimine enne emakasse siirdamist ning seega Sai voimalikuks
preimplantatsioonilise geneetilise diagnostika areng. Esimesed edukad rasedused saavutati
1990. aastal ning alates sellest ajast on riskialtis vanematel voimalus PGD kasutamiseks, kui

riik seda seadusega lubab.

Kuigi PGDd kasutati algselt X-liiteliste ja autosomaal-retsessiivsete haiguste kindlaks
tegemiseks, on protseduuri tegevusulatus 25 kasutusaasta jooksul tugevalt laienenud.
Kédesoleval ajal on saanud voimalikuks {iha suurema arvu geneetiliste hiirete ning
aneuploidsuste, nagu 21. kromosoomi trisoomia, detekteerimine. Sellest ajast peale on
geneetilise analiiiisi tehnikad tiksikraku tasemel arenenud, kasutusele on FISH kromosoomide,
PCR geenide analiiiisiks ning tutvustatud ka uuemaid koiki 24 kromosoomi analiiiisivaid
mikrokiibi pohiseid meetodeid. Siiski, ka pérast 25 aastat kasutust, on viljakutseks vdhene

DNA kogus ning analiiliside teostamiseks sobilik lithike ajaaken.

Kuigi viljatuse ravi tulemuslikkus on aastate jooksul paranenud, onnestub siiski vaid umbes
30% IVF-protseduuridest. Uks peamine implantatsiooni edukuse méiira langetaja ja pdhjus,
miks abistatud reproduktiivtehnoloogia tulemuslikkus suhteliselt madal piisib, on
kromosomaalsete defektide esinemine embriiotes. PGS, mille eesmirk on detekteerida
aneuploidsustega embriiod ning seeldbi viltida nende siirdamist, peaks olema suureks abiks
patsientidele, kes on iile 35 aasta vanad, Kkellel esinevad korduvad raseduse katkemised
kromosoomiarvu muutuste tottu voi religioossed ja moraalsed vastuvéited abordile. Tuvastades
muutused embriio kromosomaalses iilesehituses enne implanteerumist, saab viltida embriiote

siirdamist, mille vdljavaated edukaks raseduseks ei ole head.

PGD on alates kasutuselevotust olnud vastuoluline ning tdstatanud mitmeid eetikat puudutavaid
kiisimusi. Erinevates riikides on implantatsioonieelseid analiilise puudutavad seisukohad
erinevad ning see véljendub ka seadusandluses. Peale maade, kus meetod téielikult keelatud on,
leidub ka neid riike, kus lubatud on niiteks vaid polaarkehadega késitlemine, jittes nii
puutumata embriio enda. Kuigi valdav seisukoht on, et PGD on péranduvate haiguste
tuvastamiseks prenataalsest diagnostikast sammu vorra ees, on mure, et pikkamooda hakatakse

teguviisi kasutama mittehddavajalikel pohjustel. Soovitatavate omaduste valimine jarglastes ja
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,disainlaste* loomine on libe tee, millel on omad kalduvused eugeenikale. On arusaadav, et
tihiskond on ettevaatlik tehnoloogia osas, mis v0ib potentsiaalselt ennustada indiviidi voimeid
baseerudes geneetilisel analiiiisil. Selletottu on oluline, et PGD kasutataks vaid seisundite jaoks,
mis mojutavad tulevase lapse tervist. Samas on voimalik vaielda ka haiguse tdsiduse ja
avaldumisaja tiile. Nditeks, kuidas tegutseda, kui tegemist on hilise avaldumisega haiguse,
naiteks Huntingtoni tdve voi vidhi eelsoodumuse geenidega, mis iseenesest ei anna 100%
kindlust, et haigus indiviidis ka kunagi esile tuleks. Kuigi enamus riike on iiksmeelel, et PGD
,,disaini* eesmargil on vastuvoetamatu, teostatakse siiski mitte-meditsiinilist soovalikut, mis on

iseenesest ohutu, paneb see eetilise poole iile jargi motlema.

Pole kahtlust, et implantatsioonieelne diagnostika ja sdeluuringud on tervete jarglaste saamise
seisukohalt hindamatu vairtusega. Siiski tekitab biopsia potentsiaalne agressiivsus embriio
suhtes probleeme, mille elimineerimiseks on tulevikuplaani vdetud mitte-invasiisvsed
meetodid embriiote geneetilise seisundi madramiseks. Blastotso6li vedeliku ja DNA eraldamine
ilma biopsiata ning toitelahuse valgusisalduse uurimine on véljavaated, mille abil héirivat moju
elimineerida. Kuigi need meetodid on paljulubavad, ei ole veel piisavalt tdestusmaterjali, mille

pohjal praegu kasutusel olevad meetodid uutega asendada saaks. (Milachic, 2014)

Lisaks hidiringutele, mis biopsia teostamisega kaasneda vodivad, on PGD kiillaltki suur oht
valediagnoosimine. Valediagnoosi pohjuseid on mitmeid, need puudutavad nii kasutatavaid
analiiiisi meetodeid kui ka erinevaid bioloogilisi pShjuseid. Blastomeeridel esinev mosaiiksus
ning iseeneslik korrektuur on isegi vdga tdpsete tehnoloogiate korral arvestatav takistus.
Embriiotelt analiiiisideks eraldatav geneetiline materjal on piiratud ning vajab paljundamist,
millega voivad kaasneda amplifikatsiooni ebadnnestumine voi alleeli vdljalangemine, mille
puhul on risk tdlgendada valesti vea esinemine ning anda seega embriiole valediagnoos. Ka
materjali saastumine vilise DNAga on analiiiside ldbiviimisel suureks ohuks. PGDd saab
teostada kindlate haiguste leidmiseks, seega vodivad jddda tuvastamata uued tekkinud

muudatused ning terveks médratud embriiod vdivad siiski kanda endas defekte.

Vaatamata muredele, mis tulenevad biopsia agressiivsusest ning voimalikust héirivast mojust
embriiole, on preimplantatsiooniline geneetiline diagnostika olulise vadrtusega paaridele, kellel
esinevad viljakusprobleemid voi geneetilised haigused. Analiitiside ajamahukus ning korged
hinnad, mis lubaksid tdpsematel meetoditel laiemalt levida, on pikemas perspektiivis iiletatavad
probleemid ning uute tehnoloogiate jarkjarguline kasutuselevott klassikaliste asemel saab suure

tdendosusega voimalikuks.
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KOKKUVOTE

Alates PGD kasutuselevotust 1990. aastate alguses, on meetod arenenud voimsaks vahendiks
geneetiliste haiguste poolt mdjutatud laste siinni valtimiseks. Paarid, kes kannavad péranduvaid
haigusi voi kromosomaalseid iimberkorraldusi, saavad olla kindlad, et nende jérglane on terve,
viltides seejuures emotsionaalselt raske abordi sooritamist. PGD tehniline kiilg on olnud
pidevas arengus ning seejuures on laienenud ka niidustuste ring, andes voimaluse analiilise
teostada ning neist kasu saada tiha rohkematele indiviididel. Jargmise polvkonna
sekveneerimistehnoloogiate kasutuselevotuga on saanud voimalikuks iiksikraku terve genoomi
iseloomustamine koikide voimalike geneetiliste muudatuste suhtes. Erinevalt mikrokiibi
analiiiisidest, kus on voimalik tuvastada vaid proovide poolt méaédratud mutatsioone, lubab NGS
detekteerida igas embriios nii paranduvad kui ka koikvoimalikud de novo koopiaarvu
muutused. Uksikraku genoomi sekveneerimine vdib kulude alanedes ning analiiiiside kestvuse
vihenedes saada implantatsioonieelses diagnostikas tavapdraseks kliinilises praktikas

kasutatavaks meetodiks.

Kdigi 24 kromosoomi itheaegseks analiilisiks arendatud meetodid, nagu DNA mikrokiibid ja
uue polvkonna sekveneerimine, vOimaldavad saada suuri andmekoguseid kiiresti ning
vihendatud kuludega. Usaldusvdirsete embriio sdilitusmeetodite kasutuselevotuga on
eemaldatud uute analiiismeetodite rakendamise ajalised takistused ning vdimalikuks saanud
nende laialdasem kasutuselevdtt. Piirangud, nagu vihene geneetilise materjali kogus ja sellest
tingitud analiiiiside ebatépsus, on liletatavad kogu genoomi amplifikatsiooni rakendamisel.
WGA, eriti MDA pohise meetodi tutvustamine, teeb voimalikuks mitmete suurt DNA kogust

vajavate analiiliside teostamise ning tulemuste tdpsema tolgendamise.

Patsiendid, kes otsustavad PGD kasuks, peavad ldbima mitmeastmelise protsessi, mis sisaldab
kunstliku viljastamist, biopsiat, geneetilist testimist ning embriio siirdamist. Kuna protseduurid,
mis ldbi viiakse voivad olla hiirivad nii embriiole kui emale, tuleks enne alustamist korralikult
kaaluda koiki meetodiga kaasnevaid eeliseid ja puudusi ning arvestada voimaliku

véadrdiagnoosi ohuga.

Nagu teadus ning meie arusaamine geneetika ja haiguste seostest edeneb, kasvab suure
tdendosusega ka implantatsioonieelse diagnostika kasutuS. Tehnoloogia areng vdimaldab
rakendada geneetilisteks analiitisideks tiha uusi meetodeid, parandab testide nagu PGD ja PGS

tédpsust ning efektiivsust, lubades neid rakendada veelgi laiemal otstarbel kui praegu.
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SUMMARY

Preimplantation genetic diagnosis

Grete-Katariine Kuum

More than two decades after the first application, preimplantation genetic diagnosis (PGD), that
aims to help couples with heritable genetic disorders to avoid the birth of affected offspring, is
an established medical procedure and an accepted alternative to conventional prenatal
diagnosis. The great advantage of PGD is that the diagnostic procedure is made at the embryo

stage, before transfer to the mother, and the need for pregnancy termination is avoided.

The main indications for PGD are heritable disorders, X-linked diseases and chromosomal
copy-number abberations that may lead to recurrent miscarriages. Preimplantation genetic
screening (PGS), has been introduced to help couples who have normal karyotypes, but have
fertility problems that can occur because of recurrent implantation failure, miscarriage,

advanced maternal age or male factor infertility.

PGD can only be performed after in-vitro fertilisation followed by embryo biopsy and genetic
analysis of single cells. The biopsy is performed on three diferent stages of development: polar
body biopsy from oocytes, blastomere biobsy and trophectoderm (TE) biopsy. After removing
the cells from the embryo, genetic evaluation using different methods takes place.

Fluorescence in situ hybridisation (FISH) has been introduced for the analysis of chromosomes
and PCR for the analysis of genes in cases of monogenic diseases. In addition to these two main
techniques, new methods using whole genome amplification (WGA) and microarrays for
genomic hybridization have been developed to assess all 24 chromosomes of the cell and
incerease accuracy and efficiency of the tests.

Since the start of PGD, it has been a contoroversial method that not all indivuals or countries
accept. There has been a concern, that as PGD evolves, the seriousness of the conditions used
for will lessen and provide the society a tool to ,,design® their successors. For that reason there

is a consensus, that PGD should only be used, when the health of the potential child is affected.

PGD is a complex procedure for both the couple as well as the embryo. However, for couples
at high risk of having an affected child, PGD may be the most attractive alternative to conceive

unaffected children
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