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Preimplantacijska genetska dijagnostika (PGD, od eng. pre-
implantation genetic diagnosis) jedna je od metoda prenatal-
ne dijagnostike. Za razliku od analize korionskih resica 1
amniocenteze, koje se provode u prvom, odnosno u dru-
gom tromjese¢ju trudnoce, PGD se provodi prije implan-
tacije embrija u maternicu, najfe$¢e na razini zigote
(oplodene jajne stanice), a nakon oplodnje iz wvitro, kako bi
se odredio genetski status embrija ¢iji roditelji imaju poz-
natu genetsku bolest.

Analiza se najce$ce radi na jednoj ili dvije stanice, bla-
stomere, dobivene biopsijom iz osamstani¢nog embrija.
Pri genetskoj analizi nuzno je voditi ra¢una o tome radi li
se o autosomno dominantnim, recesivnim 1li o bolestima
vezanim za kromosom X.

U slucaju autosomno recesivnih bolesti, kad su oba
roditelja heterozigoti (Aa) za proudavani gen, vjerojatnost
da embrio bude zdrav iznosi 75%.

Ako se radi o autosomno dominantnim bolestima,
kada je jedan roditelj heterozigot (Aa) a drugi recesivni ho-
mozigot (aa) za proucavani gen, vjerojatnost da ¢e embrio
biti zdrav iznosi 50%.

Danas takoder postoji oko 300 nasljednih poremeéaja
vezanih za kromosom X, od kojih su samo neki moleku-
larno karakterizirani. Ako je majka prenositelj spolno ve-
zanog recesivnog gena (Xx), zenski embriji nisu bolesni,
dok muski imaju vjerojatnost 50% da budu bolesni, ovi-
sno o tome koji ¢e od kromosoma X, “bolesni” ili “zdra-
vi”, dobiti od majke.

Analiza blastomera bitno povecava vjerojatnost odabi-
ra zdravog embrija, ali to nije 100% zbog moguée po-
greske u analizi.

Nakon genetske analize embriji koji nose barem jedan
(recesivne bolesti) ili oba (dominantne bolesti) zdrava gena
implantiraju se u maternicu, dok je u slu¢aju spolno veza-
nih nasljednih poremecaja dovoljno odrediti spol embrija.
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Preimplantacijska genetska dijagnostika danas je alter-
nativa prenatalnoj dijagnostici i terapeutskom pobacaju
pacijenata s X-vezanim, monogenetskim bolestima te aneu-
plodijama. U klinici je prvi put primijenjena 1989. godine
u sluc¢aju bolesti vezane za kromosom X. (1)

Do 1996. godine rodeno je 40 zdrave djece iz 83 kli-
nicke trudnode, dok je do 1998. PGD primijenjen na vise
od 700 parova s rizikom radanja djece s monogenskim ili
kromosomskim poremeéajima; rodeno je viSe od 100 zdra-
ve djece.

Medunarodna radna grupa za preimplantacijsku gene-
tiku (International Working Group on Preimplantation Gene-
tics) osnovana je 1990. godine u Chicagu na Prvom medu-
narodnom simpoziju o preimplantacijskoj genetici (The
First International Symposium on Preimplantation Genetics) i
prati napredak u preimplantacijskoj genetici. (2)

Sam postupak pocinje nakon dobivanja oocita meto-
dom hormonski izazvane superovulacije te oplodnje kon-
vencionalnom metodom umjetne oplodnje (IVF, od eng.
in witro fertilization) ili injektiranjem spermija u citoplaz-
mu jajne stanice (ICSI, od eng. intracytoplasmic sperm injec-
tion). Do oplodnje dolazi nakon 16 do 18 sati. Oocite s
dva pronukleusa dalje se kultiviraju u uvjetima iz vitro do
stadija od Sest do deset stanica (do tri dana nakon oplod-
nje). Nakon toga provodi se biopsija blastomera i njihova
analiza. Tijekom analize embriji se 1 dalje ¢uvaju u kulturi
1 nakon pozitivnog ishoda analize implantiraju se u mater-
nicu. U sluc¢aju veceg broja zdravih embrija dio ih se moze
zamrznuti za kasniju upotrebu, dok se embriji koji nose
oste¢en gen uklanjaju ili koriste u istraZivacke svrhe.

Za uzimanje 1-2 stanice iz embrija koristi se sustav za
mikromanipulaciju. Sastoji se od invertnog mikroskopa,
sustava za drZanje embrija (zaobljene mikrokapilare koje se
mogu vrlo fino pomicati u prostoru i kojima se moze
pridrzavati embrij) te sustava za buenje otvora u zoni pel-
lucidi 1 vadenje pojedinih blastomera. Zonu pellucidu mo-
guce je probusiti pomocu posebne, tzv. tirodne otopine, a
zatim se kroz tu malu rupicu precizno izvadi 1 do 2 stani-
ce a da se pritom ne oSteti ostatak embrija. Danas se za
PGD veéinom uzimaju blastomere iz stadija od 6 do 10
stanica. Tada su pojedina¢ne blastomere jo$ uvijek totipo-
tentne, tj. biopsija jedne ili dvije blastomere ne utjece na
daljnji razvoj embrija. Glavni nedostatak biopsije u stadiju
6 do 10 stanica mali je broj stanica dostupan za analizu.
Veéi broj stanica dobio bi se duzim kultiviranjem embrija
u uvjetima iz vitro. No embrije je do takva stadija puno
teZe uzgajati u uvjetima iz vitro.
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Molekularno-geneti¢ke metode analize pojedinacnih stanica dobivenih
biopsijom osamstani¢nog embrija

Fluorescentna hibridizacija iz situ (3) (FISH, od eng. fluore-
scence in situ hybridization) citogenetska je analiza kromoso-
ma oocita 1 embrija kori$tenjem fluorescentno obiljeZenih
sondi za pojedine kromosome. Koristi se za odredivanje
spola kod bolesti vezanih za kromosom X te pri odre-
divanju aneuploidnosti (naroéito starijih Zena). Ogranice-
nje metode jest da se pomocu nje ne mogu odrediti male
promjene unutar gena (npr. toc¢kaste mutacije, delecije 1
sli¢no). Mogu¢nost detekcije pet kromosoma na jednoj in-
terfaznoj jezgri omogudila je koriStenje te metode u pre-
trazivanju najce$¢ih trisomija (kromosomi 13, 18, 21, X 1
Y). Do 1996. godine opisano je oko 200 testiranja, od ko-
jih je 33 rezultiralo trudno¢om, a 7 rodenjem zdrave djece.

Danas se FISH ve¢inom koristi za odredivanje spola
pomocu sondi za oba spolna kromosoma.

Lancdana reakcija polimeraze (4) (PCR, od eng. polyme-
rase chain reaction) jednostavna je metoda brzog umno-
zavanja odsje¢aka DNA u uvjetima 7z witro. Tom meto-
dom moguce je selektivno umnoziti zeljeni odsje¢ak DNA
koji inade ne bismo mogli analizirati zbog kompleksnosti
samoga genoma stanice. U reakciji se koriste kratki od-
sjeccl jednolantane DNA (oligonukleotidi, pocetnice, eng.
primer) komplementarni rubnim dijelovima slijeda DNA
koji se Zeli umnoziti, Cetiri deoksiribonukleotida te termo-
stabilna DNA-polimeraza (npr. enzim 7ag polimeraza). U
velikom broju ciklusa sintetizira se velik broj kopija Zelje-
nog odsje¢ka DNA, koji se onda mozZe dalje analizirati. 125
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jedne stanice: stvarnost ili  akcija PCR na DNA izoliranoj iz veceg broja stanica (obi-
fikeija ¢no je DNA izolirana iz 150.000 stanica, odnosno 300.000
kopija gena).

Buduéi da jedna diploidna stanica sadrZi samo dvije
kopije odredenoga gena, pri analizi samo jedne stanice
klju¢na je to¢nost odredivanja genotipa, odnosno ucinko-
vitost umnozavanja odsje¢aka DNA u reakciji PCR. Nai-
me, kod velikog broja stanica razli¢ita uéinkovitost um-
nozavanja pojedinih molekula DNA ne utjece bitno na re-
zultat reakcije, dok je kod reakcije PCR na jednoj stanici
nuzno umnoziti obje molekule DNA do granice detekcije,

sika2.  Sto je bitno kod heterozigota za odredeni gen.
Shematski prikaz metoda Prilikom preimplantacijske genetske dijagnostike nu-
fluorescentne hibridzacie 714 je voditi ra¢una o ograni¢enjima reakcije PCR na jed-

situ (@) i lancane reakcije N . , X X
polimeraze (b) noj stanict te 0 mogucnostima Zagaden;a stranom DNA.

Epoéetnica w

DNA polimeraza *— M

Iz dana u dan sve je viSe bolesti za koje se radi ili je u
pripremi preimplantacijska genetska dijagnostika, npr. ci-
sti¢na fibroza, Tay-Sachsova bolest, hemofilija A i B, reti-
nitis pigmentosa, srpasta anemija, talasemija, Alportova
bolest, deficijencija a-1-antitripsina, sindrom fragilnog X-kro-
mosoma, Duchennova mi$i¢na distrofija, Lesch-Nyhanov
sindrom, miotoni¢na distrofija, Marfanov sindrom, Hun-
tingtonova bolest, bolesti vezane za kromosom X te mno-
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Preimplantacijska genetska dijagnostika jest alternati-
va prekidu trudnoce nakon prenatalne dijagnostike za pa-
rove s pove¢anim rizikom dobivanja djece s genetskim po-
remecajima. Takav nadin dijagnostike genetskih bolesti
smanjio bi psiholosku traumu uzrokovanu prekidom trud-
noce nakon analize korionskih resica ili nakon amniocen-
teze, a analiza polarnih tijela (koja se stvaraju za vrijeme
mejoze), odnosno oocita prije oplodnje, mogla bi biti eti-
¢ki prihvatljivija nekim parovima jer isklju¢uje manipula-
ciju embrijem.

Buduéi da je PGD kao metoda u samom zacletku,
nuzno je svaku dijagnozu potvrditi prenatalno i nakon ro-
denja, a zbog same prirode postupka svakom paru potreb-
no je takoder omoguciti opsezno genetsko savjetovanje.

Mnogo su sloZenija eticka pitanja odabira embrija kod
bolesti koje se javljaju poslije u Zivotu 1 koje nisu odmah
opasne za Zivot, no te se bolesti danas ne dijagnosticiraju
preimplantacijski u klinici.
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