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Streszczenie
Diagnostyka preimplantacyjna — PGD (preimplantation genetic diagnosis) jest metoda diagnostyczng pozwalajaca
na badanie genetyczne komorki jajowej przed jej zaptodnieniem lub zarodka przed wprowadzeniem go do macicy.
Rdzeniowy zanik miesni (SMA) jest drugg co do czestosci wystepowania autosomalng recesywng chorobg letalng
po mukowiscydozie. Genetycznym uwarunkowaniem choroby Werdniga-Hoffmana, ktéra jest najczestszym typem
SMA, sg homozygotyczne delecje zlokalizowane na chromosomie 5 (56q13.3), w obrebie genu SMN1. PGD pozwala
na unikniecie ryzyka wystapienia wady genetycznej u przysztego dziecka.
Cel pracy: Celem ninigjszej pracy byto przeprowadzenie diagnostyki preimplantacyjnej ukierunkowanej na
zdiagnozowanie delecji w obrebie exonu 7, 8 SMIN1 u 5 pacjentek z obcigzonym wywiadem genetycznym.
Materiat i metody: Pary przystgpity do zabiegu zaptodnienia pozaustrojowego. Komorki jajowe zaptadniano
stosujgc metode ICSI. W 3 dniu hodowli przeprowadzano biopsje blastomerow zarodkow 6 | 8 komorkowych. Do
identyfikacji mutacji w obrebie genu SMIN1 wykorzystano reakcje nested PCR i analize RFLF,
Wyniki: W przebiegu procedur in vitro oraz po przeprowadzeniu badan genetycznych zarodkow u wszystkich par
przeprowadzono transfer nieobcigzonych delecjg zarodkéw. Po 12 dniach od transferu stwierdzono pozytywny
wynik HCG w surowicy krwi u czterech pacjentek . U jednej pacjentki wynik testu byt negatywny.
Whioski: Diagnostyka preimplantacyjna chorob jednogenowych jest skuteczng metods, szczegdinie w tych
przypadkach, gdzie mutacje sg wczesniej okreslone przez poradnie genetyczne, czyli tam, gdzie takie choroby
w danej rodzinie juz wystapity. Otwiera ona nowe horyzonty leczenia osoéb obcigzonych nosicielstwem chordb
genetycznych.

Stowa kluczowe: diagnostyka preimplantacyjna / choroba Werdniga-Hoffmana /
/ choroby genetyczne / choroby autosomalne recesywne /
/ rdzeniowy zanik mig$ni — SMA /
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Summary

Introduction: Preimplantation genetic diagnosis, PGD, is an established procedure allowing genetic research of
the oocyte or embryo before implantation to the uterus.

A neurodegenerative disorder known as spinal muscular atrophy (SMA) is the second most common lethal
autosomal recessive disease in Caucasians, after cystic fibrosis. There are three clinically different types of the
disease, with type | (Werding-Hoffman Disease) being the most severe. Around 98% of clinical cases of SMA are
caused by the homozygous absence of a region of exons 7 and 8 of the telomeric copy of the SMN gene (SMIN1)
on chromosome 5 (5g13.3).

Objectives: The aim of the present work was to performed PGD for SMA in 5 couples who had already had a child
affected with SMA.

Material and Methods: All patients underwent a standard IVF procedure associated with intracytoplasmic sperm
injection. 6-8 cell embryos were biopsied on day 3 of culture. Single cell nested PCR-RFLP protocol for PGD of
SMA was used for the detection of the mutation.

Results: In the course of IVF-PGD procedures all patients had a transfer of embryos without SMN1 deletions. Four
out of the five couples delivered healthy babies.

Conclusions: Preimplantation genetic diagnosis (PGD) of monogenic disorders is a very efficient method, especially
for patients whose previous child is homozygous for genetic disorders. It offers new possibilities for the treatment
for genetic disease carriers.

Key words: preimplantation genetic diagnosis / Werdnig-Hoffman syndrome

genetic disease / recessive autosomal disease
spinal muscular atrophy — SMA

Wstep

Diagnostyka preimplantacyjna jest metoda diagnostyczna
pozwalajaca na badanie genetyczne komorki jajowej przed jej
zaptodnieniem lub zarodka przed wprowadzeniem go do macicy.
Pozostaje ona w $cistym zwiazku z technikami wspomaganego
rozrodu.

Po raz pierwszy diagnostyke preimplantacyjng zastosowa-
no w przypadkach diagnostyki choréb dziedziczonych zgodnie
z prawem Mendla: w przypadku mukowiscydozy oraz chorob
sprzgzonych z chromosomem X. Miato to miejsce w 1990 roku
[1].

Obecnie zakres badan w ramach PGD jest bardzo szeroki,
anowoczesne metody diagnostyczne pozwalaja wykluczy¢ wady
genetyczne zwigzane z nieprawidtowa iloscia i budowa chro-
mosomoéw, a takze pozwalaja wyeliminowaé ryzyko urodzenia
chorego dziecka w rodzinach z pozytywnym wywiadem gene-
tycznym.

Diagnostyka preimplantacyjna w poréwnaniu do diagno-
styki prenatalnej pozwala na uniknigcie terminacji ciazy, szcze-
golnie, gdy ryzyko wad genetycznych moze by¢ uwarunkowa-
ne nosicielstwem ze strony rodzicéw, np. translokacje, choroby
genetyczne dziedziczone w sposob autosomalny dominujacy lub
recesywny.

Rdzeniowy zanik mig$ni (spinal muscular atrophy — SMA)
jest druga, co do czgstosci wystgpowania autosomalna recesywna
choroba letalng po mukowiscydozie. W okoto 95% przypadkow
za wystapienie choroby odpowiedzialne sa mutacje genu SMN
(survival of motoneuron), a $cislej kopii telomerowej tego genu,
okreslanej jako SMN1I. Gen ten zlokalizowany jest w locus SMA
umiejscowionym na dtugim ramieniu chromosomu 5 (5q13) [2,
3].

Wyrdznia sig trzy typy SMA:

1. Typu I — choroba Werdniga-Hoffmana — o najgorszym
rokowaniu, objawy widoczne sa juz przy urodzeniu lub
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w pierwszych miesiacach zycia, okres przezycia to srednio
2-4 lata, jedynie w okoto 10% kilkunastoletni.

2. Typu II — choroba Dubowitza — ostabienie migé$ni rozwija
si¢ migdzy 6 a 12 miesiacem zycia.

3. Typu III — choroba Kugelberga-Welander — poczatek cho-
roby przypada na 18 miesiac zycia, chorzy moga staé, cho-
dzi¢, a $mier¢ nastgpuje w dorostosci.

W najczgstszej postaci SMA (choroba Werdniga-Hoffmana)
objawy kliniczne wystgpuja juz w okresie zycia ptodowego.

Podstawe rozpoznania rdzeniowego zaniku mig$ni stanowia
wyniki badan: elektromiograficznego, histopatologicznego migs-
nia i molekularnego. We wszystkich typach SMA (I-1II) defekt
molekularny polega na delecji eksonu 7 kopii telomerowe;j 1 jest
odpowiedzialny za okoto 95% przypadkow SMA. W pozostatych
5% przypadkoéw wykazano wystgpowanie mutacji o charakterze
substytucji lub matych delecji, potozonych w réznych czgsciach
genu, zaburzajacych prawidlowa ekspresj¢ genu. Delecje w ob-
rgbie kopii centromerowej nie wywoluja objawow klinicznych
i wystgpuja u okoto 5% zdrowej populacji [2].

Obecnie najwczesniej diagnostyka molekularna SMA sto-
sowana jest w badaniach prenatalnych, w rodzinach, w ktorych
wczesniej potwierdzono rozpoznanie SMA na poziomie moleku-
larnym.

W Polsce jak dotad nie bylo mozliwe wykluczenie ryzyka
urodzenia chorego dziecka u rodzicow nosicieli wadliwego genu.
INVICTA jako pierwsza i jedyna w Polsce klinika leczenia nie-
ptodnosci wprowadzita taka mozliwos¢. Na §wiecie diagnostyka
preimplantacyjna w kierunku SMA stosowana jest od kilku lat.

Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie testow diag-
nostycznych pozwalajacych na badanie pojedynczej komorki
zarodka w kierunku delecji genu SMN! oraz zastosowanie ich
w praktyce kliniczne;j.
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Materiat i metody

W latach 2005-2009 do Kliniki Leczenia Nieplodnos$ci
INVICTA w Gdansku zglosito si¢ 5 par, u ktorych w wywia-
dzie stwierdzono przypadki urodzen dzieci ze zdiagnozowana
i potwierdzona badaniami molekularnymi choroba Werdniga-
Hoffmana. U 3 par mialy miejsce zgony dzieci do 2 roku zy-
cia, natomiast 2 pary posiadaja chore dziecko. U pacjentéw nie
stwierdzono probleméw z ptodnoscia. Ze wzgledu na pozytywny
wywiad genetyczny przystapiono do leczenia z zastosowaniem
technik wspomaganego rozrodu z diagnostyka preimplantacyjna
w kierunku SMA typu L.

Stymulacjg¢ hormonalna do zabiegu zaptodnienia pozaustro-
jowego przeprowadzano z wykorzystaniem dhugiego protokotu
[4]. Oceng ultrasonograficzng wzrostu pgcherzykéw i poziomu
estradiolu w surowicy krwi przeprowadzano w 8 i 10 dniu sty-
mulacji. Zabieg pobrania komorek jajowych wykonywano po 36
godzinach od podania 10 000 IU hCG. Komorki jajowe zaptad-
niano stosujac metodg docytoplazmatycznego podania plemnika
do komorki jajowej — ICSI (intracytoplazmic sperm injection).
Po 18 godzinach od ICSI oceniano zaptodnienia komorek jajo-
wych.

Biopsjg blastomerdéw przeprowadzono w 3 dobie hodowli,
do biopsji kwalifikowano zarodki 6-8 komorkowe. Transfer
zarodkow nieobcigzonych genetycznie przeprowadzono w 5
dobie hodowli.

Analiza delecji genu SMNI

Do identyfikacji mutacji w obrgbie genu SMNI wykorzysta-
no reakcj¢ PCR z zastosowaniem dwoch par starterow — nested
PCR i analizy RFLP (restriction fragment lenght polymorphism)
z udziatem enzymu HinfI [3].

Pojedyncze komorki po biopsji umieszczano w buforze lizu-
jacym zawierajacym proteinaz¢ K i SDS.

Reakcje PCR przeprowadzono w termocyklerze Master-
cycler ep gradient S (Eppendorff, Niemcy) stosujac nastgpujacy
program: wstepna denaturacja — 96°C, 5 min., nastgpnie 10 cy-
kli: 96°C — 45s, 56°C — 45s, 72°C — 1 min., a nastepnie 20 cykli:
94°C — 45s, 56°C — 45s, 72°C — 1 min., 72°C — 7 min. — koficowe
wydtuzanie. Kolejny PCR prowadzono przez 35 cykli stosujac
nastgpujacy program: 94°C — 45s, 56°C — 45s, 72°C-1 min., 72°C
— 7 min. — koncowe wydtuzanie.

Po zakonczonej amplifikacji do kazdej z badanych prob do-
dano 10 U enzymu Hinf I i inkubowano w temp. 37°C przez 2
godz.

W celu zidentyfikowania produktow reakcji przeprowadzono
ich rozdziat elektroforetyczny w 10% zelu poliakrylamidowym.

W wyniku amplifikacji fragmentu genu SMNI uzyskiwano
produkt wielkosci 262 bp. Produkt ten posiada w swej sekwen-
cji dwa miejsca cigcia rozpoznawane przez enzym restrykcyjny
Hinfl. Jedno miejsce jest miejscem naturalnym, drugie obecne
bylo w sekwencji startera uzywanego do amplifikacji badanego
fragmentu genu, obejmujace miejsce delecji.

W przypadku prawidtowego wzoru uzyskiwano 3 produkty
analizy RFLP. Obecno$¢ delecji w obrgbie genu SMNI pozwalata
uzyska¢ tylko dwa produkty cigcia (tylko z naturalnego miejsca
w sekwencji), ze wzgledu na brak (delecjg) nukleotydu rozpozna-
wanego przez Hinfl.

920

Wyniki

W tabeli I przedstawiono szczegolowe dane dotyczace prze-
biegu programu zaptodnienia pozaustrojowego u poszczegol-
nych pacjentek.

Po 12 dniach od transferu nieobciazonych delecja zarodkow
stwierdzono pozytywny wynik HCG w surowicy u czterech pa-
cjentek . U jednej pacjentki wynik testu byt negatywny. W trzech
przypadkach po kolejnych dwoch tygodniach potwierdzono
obecno$¢ pojedynczej ciazy, natomiast w jednym przypadku
stwierdzono ciazg blizniacza.

U dwoch pacjentek przeprowadzono w xx tygodniu ciazy
amniopunkcje w celu oceny kariotypu plodu oraz zweryfiko-
wania wyniku diagnostyki preimplantacyjnej. Wskazaniem do
wykonania w/w zabiegu byt wiek pacjentek.Na podstawie badan
molekularnych wyizolowanych komorek ptodu potwierdzono
wynik diagnostyki PGD, kariotypy ptodow byty prawidlowe.

Wszystkie cigze zakonczyly si¢ urodzeniem zdrowych
dzieci. Badania postnatalne wykluczyly jednoznacznie chorobg
Werdinga-Hoffmana u wszystkich dzieci.

Dyskusja

Diagnostyka preimplantacyjna, w$rdod wielu innych mozli-
wosci, otwiera nowe horyzonty leczenia osob obciazonych nosi-
cielstwem chorob genetycznych.

Przedstawiane w niniejszej pracy wyniki prezentuja pierw-
sze w Polsce badania preimplantacyjne w zakresie chorob jedno-
genowych u pacjentdow z obciazonym wywiadem genetycznym.

Diagnostyka preimplantacyjna chorob jednogenowych jest
wysoce skuteczna metoda w sytuacjach, gdzie mutacje sa wczes-
niej okreslone przez poradnie genetyczne, a wige w przypadkach,
kiedy takie choroby w danej rodzinie juz wystapily. Ulatwia to
postgpowanie diagnostyczne i ogranicza koszty przygotowywa-
nia metody badania komoérek dla wskazanych pacjentow. Takim
przypadkiem moze by¢ diagnostyka preimplantacyjna rdzenio-
wego zaniku migéni, gdzie mozna przeprowadza¢ powtarzalna
procedurg dla wigkszos$ci zdiagnozowanych rodzin.

Metoda diagnostyczna oparta jest o powszechnie obowia-
zujaca procedurg z zakresu biologii molekularnej, diagnozujaca
przypadki SMA u dzieci i dorostych. Jest ona dodatkowo zmo-
dyfikowana, tak aby mogla mie¢ swoje zastosowanie w analizie
pojedynczych komoérek pochodzacych z zarodkow [3, 5, 6].

W przypadku diagnostyki preimplantacyjnej materialem do
analizy DNA jest pojedyncza komorka i jest to poza tym materiat
unikalny. Raz pobrana komoérka musi stuzy¢ za matrycg DNA do
calego badania. Nie mozna pobra¢ wigcej komoérek do analizy
z zarodka 6-8 komdrkowego.

Diagnostyka preimplantacyjna musi by¢ przeprowadzona
w trakcie catego procesu hodowli zarodka, ktory trwa maksymal-
nie 5 dni. Komorki do badan pobierane sa w 3 dniu hodowli, tak
wigc na analizg 1 uzyskanie wyniku pozostaja tylko 2 dni.

Metoda diagnostyczna musi by¢ tak dopracowana, aby
wszystkie powyzej wymienione kryteria byly spetnione. Proble-
mem, z ktérym mozna sig¢ spotka¢ podczas PGD jest utrata jed-
nego z badanych alleli (ADO — allele drop out). Jest to zjawisko,
ktore moze mie¢ miejsce w przypadku amplifikacji bardzo matej
iloSci materiatu genetycznego [7].
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Tabela 1. Dane embriologiczne przeprowadzonych programéw zaptodnienia pozaustrojowego.
llosc llosé llosé llosé llos¢ B .
st | sk | _ Data | PRCHermHGu | pobranyh | corzaieh | sopocnonyen | ZaodOu G | 10560V | yyysne
programy podczas jajowych | jajowych | . Komorek w 3 dobie embriotransferu Cize
stymulacji (%) (%) Iajowych (%) | hodowli (%)
] 37 | 11.2005 20 15 (75) 14 (93) 10 (72) 10 (100) 3(30) nie
38 | 05.2006 15 10 (67) 7 (70) 6 (86) 5 (83) 1(20) tak
36 | 03.2007 19 18 (95) 9 (50) 6 (67) 6 (100) 2(33) tak
29 | 08.2008 18 18(100) | 17 (94) 12 (71) 10 (83) 1(10) tak
35 | 11.2007 25 22(88) | 19(86,4) 12 (63) 10 (83) 1(10) nie
36 | 08.2008 30 27 (90) 24 (89) 17 (71) 14 (82) 2 (14) nie
37 | 01.2009 27 26 (96) 20 (77) 9 (45) 6 (67) 2(33) tak
5 30 | 04.2009 16 16 (100) | 16 (100) 10 (63) 10 (100) 2 (20) nie
Tabela Il. Wyniki diagnostyki preimplantacyjnej badanych zarodkéw u poszczegolnych pacjentek.
. Data llos¢ llo¢ zarodkow, u Czestos¢ wystepowania delecji | Brak delecji w genie SMN1 Mrozenie
pacjent zarodkow do ktorych uzyskano w genie SMN1 w uktadzie w uktadzie .
programu biopsji amplifikacje DNA (%) homozygotycznym homozygotycznym zarodkow
] 11.2005 10 8 (80) 5 (63) 3(37) 0
05.2006 5 5 (100) 4 (80) 1(20) 0
03.2007 6 6 (100) 2(33) 4 (67) 2
08.2008 10 9 (90) 5 (56) 4 (44) 2
11.2007 10 9 (90) 6 (67) 3(33) 2
4 08.2008 14 12 (86) 6 (50) 6 (50) 0
01.2009 6 5(83) 3 (60) 2 (40) 0
5 04.2009 10 9 (90) 3(33) 6 (67) 4
Metoda diagnostyczna musi by¢ wobec tego tak dopraco- Pismiennictwo

wana, aby ryzyko wystapienia tego zjawiska byto jak najmniej-
sze. Niemniej jednak moze ono mie¢ migjsce. Jest to zwiazane
ze sposobem przygotowania komorki do bezposredniej analizy
PCR. Metody diagnostyczne stosowane w PGD musza wigc spel-
nia¢ bardzo restrykcyjne kryteria [8, 9].

Przedstawiane w niniejszej pracy przypadki pacjentow wska-
Zujq potrzebg stosowania tego typu diagnostyki w rodzinach ob-
ciazonych chorobg genetyczna. PGD pozwala zminimalizowac
ryzyko urodzenia si¢ dziecka z choroba genetyczna.

Whnioski

Diagnostyka preimplantacyjna chorob jednogenowych jest
skuteczng metoda, szczegdlnie w tych przypadkach, gdzie muta-
cje sa wezesniej okreslone przez poradnie genetyczne, czyli tam,
gdzie takie choroby w danej rodzinie juz wystapity. Otwiera ona
nowe horyzonty leczenia 0os6b obciazonych nosicielstwem cho-
réb genetycznych.

Zastosowanie PGD w przebiegu technik wspomaganego
rozrodu pozwala wyeliminowa¢ konieczno$¢ przedterminowego
zakofczenia ciazy, zwigzanego z wystgpowaniem wady gene-
tycznej ptodu.
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