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Abstract

Introduction: Ever since the first successful in vitro conception was made, the selection of
the most competent embryos for transfer was the primary focus of research in this domain.
The main cause of implantation failure and pregnancy loss is the presence of aneuploidy. It
has been proposed that the performance of the in vitro fertilization (IVF) can be improved
by selection and transfer of the embryo without chromosomopathy. This method is known as
Preimplantation Genetic Screening (PGS).

Aim: The aim of our study was to determine the clinical significance of the array comparative
genomic hibridization (array CGH) within the PGS and the possibility of routine applica-
tion of PGS to determine the existence of aneuploidy within the embryos obtained in IVF
procedure.

Material and methods: We performed partly both retrospective and prospective study on
25 patients who underwent an IVF with PGS in the Clinic for Gynaecology and Obestetrics,
Clinical Center of Vojvodina, from March 2015 to Februrary 2016. Embryo biopsy was done
first, and then the samples were sent to the Institute for Health Protection of Children and
Youth of Vojvodina, where array CGH method was performed.

Results: From 109 analyzed samples, 63 were successfully amplified, while 46 were not. From
those successfully amplified, 26.98% (17/63) were euploid and 73.02% (46/63) aneuploid. The
percentage of aneuploidy was highest in patients in the age group 31-36 years (50%; 23/46).
Patients with tubal infertility had the highest rate of aneuploidy (36.9%; 17/46).

Conclusion: In our study, aneuploidies were present in a high proportion in patients with
tubal sterility and in patients in the age group 31-36 years, which significantly reduces the
chance of a successful IVF procedure. Routine screening of embryos for aneuploidies in an
IVF procedure would significantly reduce emotional, financial and time losses.
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Sazetak

Uvod: Jo$ od prvih uspesnih zaceca in vitro, odabir najvijabilnijih embriona za transfer
je bio primarni fokus istrazivanja u oblasti vantelesne oplodnje (VTO). Glavni uzrok ne-
uspeha implantacije i gubitka trudnoce je prisustvo aneuploidije. Smatra se da uspesnost
in vitro fertilizacije moze da bude poboljsana selekcijom i transferom hromozomski nor-
malnih embriona. Ova metoda je poznata kao preimplantacioni genetski skrining (PGS).
Cilj: Cilj naseg istrazivanja je bio da se utvrdi klinicki znacaj komparativne genomske
hibridizacije u formatu mikroniza (eng. array CGH) u okviru PGS, kao i mogu¢nost ru-
tinske primene u cilju detekcije aneuploidija medu embrionima dobijenim u postupku
vantelesne oplodnje.

Materijal i metode: Sprovedena je delom retrospektivna, delom prospektivna studija u
koju je ukljuceno 25 pacijentkinja kod kojih je izvr$en postupak vantelesne oplodnje sa
PGS na Klinici za ginekologiju i akuserstvo Klinickog centra Vojvodine u periodu od
marta 2015. do februara 2016.godine. U¢injena je biopsija embriona, nakon ¢ega su uzorci
slati u Institut za zdravstvenu zastitu dece i omladine Vojvodine, gde je izvodena “array”
CGH metoda.

Rezultati: Od 109 analiziranih uzoraka, uspe$no su amplifikovana 63 uzorka, od kojih je
dobijeno 26,98% (17/63) euploidnih i 73,02% (46/63) aneuploidnih embriona. Procenat
aneuploidija je bio najvisi (50%; 23/46) u starosnoj grupi od 31-36 godina. Kod tubarnog
steriliteta procenat aneuploidije je bio najvisi (36,9%; 17/46).

Zakljucak: Pokazano je da su aneuploidije prisutne u visokom procentu kod pacijentkinja
sa tubarnim sterilitetom i kod pacijentkinja u starosnoj grupi od 31-36 godina, §to znacaj-
no snizava $ansu za uspesan postupak VTO. Rutinski skrining embriona na aneuploidije

u formatu mikroniza

u postupku VTO znacajno bi smanjio emocionalne, finansijske i vremenske gubitke.

Uvod

Jo$ od prvih uspesnih zaceca vantelesne oplodnje
(VTO), odabir najvijabilnijih embriona za transfer bio
je primarni fokus istrazivanja u ovoj oblasti. Originalna
neinvazivna tehnika, morfolosko gradiranje, dugo je bilo
metod procene i izbora embriona za transfer (1). U ranoj
fazi deljenja za evaluaciju i selekciju embriona za transfer
koriste se morfoloski parametri, ukljuc¢ujuci broj celija,
procenat fragmentacije, prisustvo i broj jedara, veli¢inu
i simetriju blastomera. U stadijumu blastociste za proce-
nu i gradiranje obi¢no se koriste stepen rasta blastociste,
morfologija intracelularne mase (ICM) i trofoektoderma
(1,2). Ipak, i pored transfera najboljih embriona, cesto
ne dode do procesa zaceca, dok se, s druge strane, desi
da dode do zaceca sa embrionima koji su daleko losijeg
kvaliteta (3,4). Osim toga, morfoloska evaluacija obi¢no
zahteva posmatranje embriona pod mikroskopom izvan
konvencionalnog inkubatora, kada moze da dode do ne-
pozeljnog stresa embriona koji utice na njegov kvalitet i
snizava $ansu za uspe$an embriotransfer (5,6).

Danas je dobro poznato da je glavni uzrok neuspeha
implantacije i gubitka trudnoce prisustvo numerickih hro-
mozomskih abnormalnosti ili aneuploidije embriona (7).
Aneuploidija je naj¢e$¢a abnormalnost in vitro oplode-
nih embriona (8) i pokazano je da se ucestalost poveca-
va sa staros¢u majke (9). Stoga se smatra da uspesnost
VTO moze da bude poboljsana selekcijom hromozomski
normalnih embriona. Ova metoda je poznata kao pre-
implantacioni genetski skrining (PGS). Inicijalna meto-
da PGS-a podrazumeva kori$cenje fluorescentne in situ
hibridizacije (FISH) na polarna telasca, blastomere ili

¢elije trofoektoderma fiksirane na mikroskopskoj plocici.
Fluorescentna in situ hibridizacija ukljucuje hibridizaciju
specificnih hromozomskih regiona sa fluorescentno obe-
lezenim DNK (dezoksiribonukleinska kiselina) probama
i time se otkriva broj hromozomskih kopija u bilo kojoj
fazi celijskog ciklusa (10). Danas su dostupne unaprede-
ne metode, medu kojima je i komparativna genomska hi-
bridizacija u formatu mikroniza (engl. array comparative
genomic hybridization, aCGH). Analiza pomo¢u aCGH
utvrduje da li postoji kvantitativno odstupanje (visak ili
manjak materijala) u DNK testiranog uzorka. Ovim pu-
tem se mogu detektovati aneuploidije i nebalansirane
hromozomske translokacije (11,12).

Preimplantacioni genetski skrining se koristi u
procesima asistirane reprodukcije kako bi se povecala
uspesnost ostvarenih trudnoca transferom euploidnih
embriona, te se stoga predlaze Zenama starije Zivotne
dobi, parovima sa ponavljanim neuspe$nim vantelesnim
oplodnjama, prethodnim pobacajima ili kod prisustva
teskog oblika muskog infertiliteta (13).

Cilj naseg istrazivanja je bio da se utvrdi klinicki
znacaj aCGH u okviru PGS-a, kao i mogu¢nost rutinske
primene u cilju detekcije aneuploidija medu embrionima
dobijenim u postupku vantelesne oplodnje.

Materijal i metode

Ispitivana grupa

Na Klinici za ginekologiju i akuserstvo Klinickog
centra Vojvodine sprovedena je delom retrospektivna,
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delom prospektivna studija u koju je ukljuceno 25 pacijent-
kinja kod kojih je izvr§en postupak vantelesne oplodnje sa
PGS u periodu od marta 2015. do februara 2016. godine.
Kriterijumi za ulazak u studiju su: (i) prethodno ucinjena
najmanje dva neuspe$na postupka VTO, (ii) najmanje je-
dan prethodni spontani pobacaj bez utvrdenog uzroka i/ili
(iii) starost trudnice > 38 godina.

Metodologija

Biopsija je zapoceta ablacijom, tj. otvaranjem zone
pelucide putem lasera. Odmah po otvaranju zone peluci-
de pristupalo se aspiraciji celija/polarnog tela putem spe-
cijalno dizajnirane pipete za biopsiju. Ukoliko je u pitanju
biopsija blastomera, embrion je neposredno pre biopsije
podvrgnut delovanju medijuma za biopsiju u ¢ijem sastavu
se ne nalaze joni kalcijuma (Ca) i magnezijuma (Mg), ¢ime
su oslabljene tesne veze izmedu blastomera u embrionu, $to
omogucava uspesno odvajanje celija. Biopsija blastomera
je sprovedena kada je embrion dostigao stadijum 6-8 celija
(72h ili treci dan kultivacije). Jedna ili dve celije blastome-
re uzete su od embriona provlacenjem kroz otvor na zoni
pelucidi. Nakon uzimanja blastomere/a, embrion je vracen
na dalju kultivaciju u inkubator kako bi nastavio dalji rast
irazvoj.

Biopsija embriona u stadijumu blastociste je izvrsena
jednim od sledeca dva nacina: (i) zona pelucida je otvarana
laserom tre¢eg dana i embrion je ostavljen na dalju kulti-
vaciju, za to vreme su Celije trofoektoderma napredovale
prema otvoru jer teze istiskivanju (engl. hatching), ¢ime
je biopsija celija trofoektoderma olaksana, ili (ii) zona je
otvarana petog dana kultivacije i to na strani suprotnoj od
pozicije intracelularne mase. Nakon kultivacije zapoceto je
istiskivanje celija trofoektoderma kroz otvor, ¢ime je olak-
$ano uzorkovanje za analizu.

Blastomere su ispirane u medijumu za ispiranje
(Origio, Malov, Danska), a zatim u soluciji PBS (rastvor fo-
stfatnog pufera) + PBP (paraformaldehid fosfatni pufer) i
odlagane u tube za lan¢anu reakciju polimerizacije (PCR)
od 200 pl. U tube je prethodno stavljeno 2 pl rastvora koji
sadrzi PBS + PVP (polivinil-pirolidon) i u svaku tubu je
dodat po jedan uzorak. Tube za PCR su prethodno sterili-
sane ultraljubicastim (UV) svetlom. Radi kontrole su kori-
$¢ene i analizirana i kontrolna tuba koja je sadrzala samo
navedenu soluciju. Uzorci su zatim poslati u genetsku la-
boratoriju Instituta za zdravstvenu zastitu dece i omladine
Vojvodine. Primenjena je aCGH metoda koja obuhvata sest
koraka: amplifikaciju iz jedne celije embriona, obelezava-
nje, hibridizaciju, ispiranje, skeniranje laserskim skenerom
i interpretaciju rezultata. Kori$¢ena je platforma sa imobili-
sanim probama, tj. DNK fragmentima kloniranim pomocu
razlic¢itih vektora (Illumina assey, San Dijego, SAD). Svaka
mikroploca je sadrzala 100-200 kb klonova koji pokrivaju
¢itav genom. Analiza je sprovodena kori$¢enjem laserskog
skenera i ,,BlueFuse Multi“ softvera (San Dijego, SAD). S
obzirom na to da je proces potpuno automatizovan, za ceo
postupak je bilo potrebno 24h, $to znaci da je bilo mogu-
¢e uraditi biopsiju blastomere treceg dana kultivacije em-
briona i embriotransfer blastociste petog dana kultivacije,

¢ime je izbegnuto zamrzavanje embriona. Pacijentkinje su,
dakle, u istom ciklusu imale embriotransfer euploidnog
embriona.

Rezultati

Klinicka studija je sprovedena kod 25 pacijentki-
nja, starosti od 27 do 40 godina, prosecne starosti 33,68
+ 2,4 godina (grafikon 1). Najvise pacijentkinja (12) bilo
je u starosnoj grupi od 31 do 36 godina.
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Grafikon 1. Uzrasna dob pacijentkinja

Najces¢i uzrok steriliteta u nasem istrazivanju je
bio idiopatski (28%; 7/25). Slede¢i po ucestalosti je bio
udruzen muski i zenski sterilitet sa zastupljenos¢u od 24%
(6/25), a potom muski sterilitet (20%; 5/25). Najces¢i zen-
ski uzrok steriliteta je bio tubarnog porekla, sa ucestalos¢u
od 12% (3/25). Uzroci steriliteta u ispitivanoj grupi su pri-
kazani u tabeli 1.

Tabela 1. Uzrok steriliteta kod pacijentkinja

Pacijentkinje n (%) Uzrok steriliteta

3(12) Tubarni sterilitet

2(8) PCO (policisti¢ni ovarijalni sindrom)
1(4) Endometrioza

1(4) Uterini sterilitet

7 (28) Nepoznato

5(20) Muski sterilitet

6 (24) Udruzeni muski i zenski sterilitet

Analizirana su 24 polarna tela, 80 blastomera i 5 ce-
lija trofoektoderma. Od 109 uzoraka, dobijena je uspes-
na amplifikacija kod 63, odnosno 57,7% (62 blastomere
i 1 blastocista). Od uspesno amplifikovanih, dobijeno
je 17 euploidnih (26,98%) i 46 aneuploidnih embriona
(73,02%) (grafikon 2).

m Neamplifikovani
16

M Euploidni (amplifikovani)

Aneuploidni (amplifikovani)

N

Grafikon 2. Prikaz broja amplifikovanih i neamplifikova-
nih uzoraka

Hromozomski normalni uzorci su dobijeni kod
7 pacijentkinja. Prosecan broj analiziranih uzoraka kod
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svake pacijentkinje je bio 4,36 (109/25). Broj transferisanih
embriona je bio 40, a prosecno je vrsen transfer 1-2 embri-
ona po pacijentkinji. Ni u jednom od uzoraka nije doslo do
kontaminacije stranim DNK materijalom.

U starosnoj grupi do 30 godina procenat aneuploidija
je bio 13,04% (6/46), od 31 do 36 godina 50% (23/46), a u
grupi preko 36 godina 36,96% (17/46) (grafikon 3).
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Grafikon 3. Procenat aneuploidija u odnosu na starosnu
dob pacijentkinja

Najveci procenat aneuploidija od 36,9% (17/46) bio je
kod tubarnog steriliteta, dok su kod ostalih oblika steriliteta
aneuploidije bile manje zastupljene (grafikon 4).

M tubarni

M nepoznato

®PCO
muski

W uterini

B kombinovani

Grafikon 4. Procenat aneuploidija u odnosu na vrstu
steriliteta

Diskusija

Hromozomske aneuploidije su naj¢es¢i uzrok sponta-
nog prekida trudnoce, kako nakon prirodne koncepcije tako
i nakon IVE Najmanje 40-60% humanih embriona su abnor-
malni, a taj broj se povecava i do 80% kod Zena od 40 ili vise
godina (14). Ovi podaci su u skladu sa nasim istrazivanjem,
gde je procenat aneuploidija bio 73,02% i povecavao se sa sta-
rijim uzrastom pacijentkinja. U nasoj studiji dobijen je veci
procenat aneuploidija u starosnoj grupi do 36 u odnosu na
grupu preko 36 godina, $to se moze objasniti ¢injenicom da
je najveci broj pacijentkinja pripadao upravo ovoj grupi. U
sprovedenim retrospektivnim studijama Franasiaka i sarad-
nika, kao i Rubija i saradnika, procenat abnormalnih embri-
ona je rastao proporcionalno starosti pacijentkinja, pa je tako

najmanji bio kod Zena starosne dobi od 26 do 37 godina
(2-6%), a znacajno visi (33%) kod Zena sa 42 godine sta-
rosti i kod Zena sa 44 godine starosti (53%), $to je takode
u skladu sa nasim rezultatima, gde je najmanji procenat
aneuploidnih embriona bio u starosnoj grupi do 30 godi-
na (13,04%) (15,16).

Smernice Americkog drustva za reproduktivnu
medicinu (ASRM) iz 2014. godine ukazuju na potrebu da
se smanji broj embriona transferovanih u procesu VTO.
Idealno bi bilo transferovanje samo jednog embriona, s ob-
zirom na to da multiple trudnoce predstavljaju rizik kako
po fetus, tako i po majku i imaju znatno ve¢i morbiditet u
poredenju sa jednoplodnim trudno¢ama (17). Odluka o
broju embriona koji e se transferovati zasniva se na kvali-
tetu embriona i stadijumu razvoja, starosnoj dobi pacijent-
kinje, odgovoru jajnika na hormonsku stimulaciju i broju
prethodnih pokusaja VTO (18,19). U randomiziranoj kli-
nickoj studiji Formana i saradnika, gde je transferovana
samo jedna euploidna blastocista, primecena je znacajno
manja stopa multiplih trudnoca, dok je stopa jednopolne
trudnoce ostala ekvivalentna kao sa koris¢enjem 2 netesti-
rane blastociste (20). Nasa studija je sprovedena u skladu
sa preporukama ASMR i Evropskog udruzenja za humanu
reprodukciju i embriologiju (ESHRE), gde je prose¢no iz-
vr$en transfer 1-2 embriona po pacijentkinji.

Metodom PGS dobili smo 26,98% euploidnih
embriona, $to se slaze sa rezultatima drugih istrazivanja
(21,22). Najveci procenat aneuploidija, ¢ak 37%, bio je
kod tubarnog steriliteta, koji je ujedno i najces¢i uzrok
neplodnosti.

Treba imati u vidu da je najveci broj studija koja se
bave aneuploidijama raden na embrionima infertilnih pa-
cijenata, nastalim tokom postupaka in vitro fertilizacije. Iz
tog razloga su podeljena misljenja o tome da li je visoka
stopa aneuploidija prisutna samo kod infertilnih pacijena-
ta ili je to odraz realnog stanja u ¢itavoj populaciji.

U na$oj studiji su radene sve tri vrste biopsija: biop-
sija polarnog tela, biopsija blastomere i blastociste.

Biopsija polarnog tela podrazumeva uklanjanje
jednog ili oba polarna tela i omogucava uvid iskljucivo
u geneticki status naslednog materijala majke. Veliki ne-
dostatak ovog vida biopsije odnosi se na ¢injenicu da se
informacija o kompletnom genetickom statusu embriona
ne moze dobiti zbog stadijuma u kom je izvrsena biopsi-
ja. Biopsija i analiza polarnog tela moze, dakle, pokazati
prisustvo aneuploidija u embrionu samo pod uslovom da
je njihov nastanak posledica gresaka u mejozi majke (23).
Kod nasih pacijentkinja nije dobijena amplifikacija ni kod
jednog polarnog tela, a uzorkovana su bila 24.

Biopsija blastomera se smatra preciznijom meto-
dom od biopsije polarnih tela i omogucava izbegavanje
krioprezervacije embriona ukoliko se za geneticku analizu
primenjuju metode koje ne iziskuju viSe od 48h. Moguce
je, medutim, da jedna blastomera nije reprezentativna u
odnosu na ostatak embriona. Prednost se zato daje bi-
opsiji trofoblasta u stadijumu blastociste, $to odgovara 5.
danu razvoja embriona. Uzimanjem vise Celija trofoblasta
dobija se vise genetickog materijala, $to povecava ta¢nost
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dobijenih rezultata (24,25). Kod nas se, ipak, ce$c¢e radila
biospija blastomera, ¢ak kod 80 uzoraka, jer postoji rizik da
embrion nece dosti¢i fazu blastociste u kultivaciji in vitro, a
takode smo hteli da izbegnemo zamrzavanje embriona koje
bismo morali da radimo kod biopsije blastociste.

Preliminarni podaci pokazuju da biopsija blastociste u
kombinaciji sa aCGH predstavlja najoptimalniji pristup PGS,
uzimajuci u obzir sve prethodno navedene prednosti, a po-
sebno implantacioni potencijal (26). Prema Jang (Yang) i sar.
stopa klini¢kih trudnoca kod pacijentkinja kojima je uraden
transfer normalnih blastocista, selektovanih aCGH tehnolo-
gijom, iznosila je 69,1%. Stopa klinickih trudno¢a medu pa-
cijentkinjama koje su takode bile uklju¢ene u ovu studiju, ali
kod kojih nije uradena aCGH analiza, ve¢ su embrioni tran-
sferisani samo na osnovu morfoloskih kriterijuma, iznosila je
41,7% (27). U ovom istrazivanju primenjena je aCGH tehno-
logija koja iziskuje ~ 72h za sprovodenje, te je stoga kriopre-
zervacija nezaobilazna.

Nasa studija je dobar primer da se uz uspostavljen efi-
kasan protokol vitrifikacije biopsija moze nesmetano uraditi
5. dana kultivacije. S obzirom na veliki broj prednosti koje
aCGH ima u odnosu na druge metode, kod nas se danas radi
upravo ova analiza hromozoma.

Postojalo je nekoliko ogranicenja koje treba spomenuti.
Pre svega, imali smo relativno mali broj pacijentkinja i kratak
period pracenja, s obzirom na to da je PGS nova metoda koja
se prvi put implementira u nasoj zemlji. I pored toga, rezultati
su pokazali veliki znacaj i uspesnost PGS-a, odnosno aCGH,
u detekciji aneuploidija.

U daljem radu bi trebalo da sprovedemo studiju gde
bismo uporedili uspesnost implementacije aCGH i PGS na is-
hode postupka IVE u odnosu na one kod kojih ovaj postupak
nije sproveden, kao i u odnosu na njihove ranije neuspesne

ishode.

Zakljucak

Informacije dobijene skriningom na aneuploidije od
izuzetne su vaznosti za pacijentkinje u programu vantelesne
oplodnje. Pokazano je da su aneuploidije prisutne u viso-
kom procentu kod pacijentkinja sa tubarnim sterilitetom,
koji je ujedno bio i najcesci uzrok steriliteta medu nasim
pacijentkinjama, kao i kod pacijentkinja u starosnoj grupi
od 31 do 36 godina, $to znacajno snizava $ansu za uspesan
postupak VTO.

U nasoj studiji smo pokazali da se biopsija embriona
moze nesmetano raditi i na 5. dan kultivacije, u stadijumu
blastomera, iako preliminarni podaci govore o tome da je
najoptimalniji pristup PGS biopsija blastociste u kombina-
ciji saaCGH.

Komparativna genomska hibridizacija je pruzila uvid
u hromozomske greske koje su prisutne u humanim preim-
plantacionim embrionima i omogucila je detekciju aneuplo-
idija kod embriona pre transfera u matericu, i to sve u roku
od 24h, ¢ime je bio omogucen transfer euploidnog embrio-
na u istom ciklusu.

Rutinski skrining embriona na aneuploidije u po-
stupku VTO znacajno bi smanjio emocionalne, finansijske

i vremenske gubitke, a ovako selektovani, euploidni em-
brioni bi doprineli ve¢em broju trudno¢a i boljem ishodu
postupaka VTO.
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