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Aneuploidia eli yksittaisen kromosomin lukumaaran muutos on merkittavin yksittdinen syy alkioiden kehittymi-
sen pysahtymiseen ja raskauksien aikaansaamisen epaonnistumiseen hedelmoityshoitojen kontekstissa. Tie-
detaan, etta suurin osa alkioiden aneuploidioista on munasoluperaisia, ja ettd aneuploidioiden maara lisdantyy
munasolun ikdantymisen eli naisen idannousun mukana. Hedelmdityshoitojen yhteydessa tavataan kuitenkin
varsin korkeita aneuploidia-asteita my6s nuorten munasolujen keskuudessa, jolloin aneuploidioiden lahteeksi
ei voida valttamatta paatella puhtaasti munasolun ikdan liittyvia tekijoéitd. Hedelmoityshoitojen yhteydessa on
huomioitava munasolun hedelmoittymisen ja alkion solunjakautumisten sijoittuvan laboratorio-olosuhteisiin, in
vitro. Tekijat kuten pH, [dmpétila, hapettavat olosuhteet, hedelmditystapa seka viljelyliuos voivat mahdollisesti
vaikuttaa kehittyvan alkion aneuploidioiden syntyyn. Taman tutkimuksen tarkoituksena on vertailla sekéa he-
delmoitystapojen etta ikaryhmien valisia eroja alkioiden aneuploidia-asteissa ja aneuploidioiden tyypeissa. Ta-
voitteena olisi 16ytda kromosomeja, joiden aneuploidioille ei voida osoittaa selkeaa ikariippuvuussuhdetta. Nai-
den kromosomien aneuploidia-asteiden tarkkaileminen voisi tukea kokonaisaneuploidia-astetta in vitro-olosuh-
teiden indikaattorina.

Tutkimuksen kohteena oli 384 hedelmdityshoitojen avulla aikaansaatua alkioita. Tutkittavia alkioita saatiin
yhteensa neljalta hedelmdityshoitoklinikalta, paaasiallisesti Ovumia Fertinova Oy:n Tampereen Klinikalta. Al-
kiot tutkittiin laajamittaisilla kromosomitutkimuksilla (PGT-A), joista saadut kromosomikohtaiset tiedot kerattiin
Excel-taulukkoon. Aneuploidiatuloksia analysoitiin hedelméitystavan (ICSl vs. IVF), ikdryhman ja kromosomi-
kohtaisten aneuploidiatulosten perusteella.

Alkioista 351:lle saatiin tutkimuksen kannalta validi tulos kromosomitutkimuksista. Kaikkiaan 71,8% alki-
oista oli aneuploidisia. Hedelmditystapojen valilla ei havaittu eroja alkioiden aneuploidisuudessa (p=0,123).
Kompleksinen aneuploidia (2-4 aneuploidiaa alkiossa) osoittautui vahvasti ikariippuvaiseksi, mutta kaoottisesti
aneuploidisten alkioiden (= 5 aneuploidiaa alkiossa) esiintyvyys todettiin ennemmin sattumanvaraiseksi. Nuo-
rimman ikdryhman (<35 vuotta) keskuudessa ICSl-alkiot olivat useammin euploidisia kuin IVF-alkiot (p=0,015).
Kromosomin 21 aneuploidia-aste erosi eniten hedelmditystapojen valilld (p=0,036). Myds kromosomin 16
(p=0,097) aneuploidia-asteen ero hedelmditystapojen valilld on huomioitava, vaikka se ei ylita tilastollisen mer-
kitsevyyden raja-arvoa (p<0,05). ICSl-alkioilla havaittiin my6s kromosomistossa normaalia laajemmalle sijoit-
tuvaa segmentaalista aneuploidiaa. Kymmenelle kromosomille havaittiin tilastollisesti merkitseva ikariippu-
vuus. Kromosomit 7, 8 ja 12 osoittautuivat tassa aineistossa heikoimmin ikariippuvaisiksi, ja niitéd voidaan ta-
man tutkimuksen perusteella pitda parhaina yksittaisina in vitro-olosuhteiden indikaattorikandidaatteina.

Potentiaalisia indikaatioita mahdollisista laboratorioperaisistéd aneuploidioista pystyttiin I16ytdmaan annetun
pienen aineiston pohjalta. Kuitenkin, aineiston pieni koko ja vastaavaa tutkimusta koskevien julkaisujen vahai-
syys vaikeuttivat riittdvan luotettavaa analyysia. Nykytietdmyksemme munasolujen ja alkioiden aneuploidioista
perustuu pitkalti hiirikokeille ja FISH-tekniikalla toteutetuille kromosomitutkimuksille, joista molemmissa on
omat sovellettavuusrajoitteensa. Taman tutkimuksen kaltaista, uudemmilla testimenetelmilla suoritettua tutki-
musta tarvittaisiin lisda yleisen ymmarryksen kasvattamiseksi. Laboratoriomenetelmien ja viljelyolosuhteiden
optimoinnin kannalta olisi suureksi eduksi, jos tutkimuksella I6ydettaisiin kromosomeja, joiden aneuploidiaerot
korreloivat in vitro-olosuhteiden kanssa.

Avainsanat: alkion aneuploidia, ICSI, IVF, hedelmdityshoidot, alkion kromosomitutkimus, PGT-A

Taman julkaisun alkuperaisyys on tarkastettu Turnitin OriginalityCheck —ohjelmalla.



SISALLYSLUETTELO

T 10 ] o 10 (O O 3
2. MATERIAALIT JA MENETELMAT .......oooiiirerteereeseraessssessesessesssssssessessesssssssssssssssssssssssnsenes 5
2 B o ] 1] = = | SRR 5

2.2 Munasolujen stimulaatio ja KErays ..............uuuuuueuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeaees 5

2.3 Hedelmoitys ja alkioiden VIlJEIY ..........uuuuuiiiiiiiiiiiiiii e 6

B =TT o =T o | | UREPPRRRRR 6

2.5 Alkion kromosomitutkimus (PGT=A) .........uuuuimimmimiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeees 6

2.6 TilastolliNEN @NAIYYSI .......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 7

3. TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU ..o s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s 7
3.1 Hedelmaitystapakohtaiset tulokSet ..............ooovvvviiiiiiiiiiiiiiiiii 8

31l YIBISEST e 8

3.1.2 Hedelmoitystavan vaikutus kromosomikohtaisiin aneuploidia-asteisiin
.......................................................................................................... 10

3.1.3 Hedelmoditystavan vaikutus aneuploidioiden tyyppeihin...................... 12

3.2 Ikaryhmakohtaiset tUIOKSEL..........ouu i 14

3.2 YIBISEST ..o 14

3.2.2 lan vaikutus kromosomikohtaisiin aneuploidia-asteisiin...................... 14

L 0 ] o | | 1 16
LAHDELUETTELO .....ooooiiiieeeeeeeee ettt te e s te et e e aneateaneeeeeeeeaeeneeneens 20



1. JOHDANTO

Aneuploidiat eli yksittaisten kromosomien lukumaaran poikkeavuudet kasittavat nullisomiat, mono-
somiat ja trisomiat. Nama esiintyvat useimmiten koko yksilon solupopulaatiossa, mutta mahdollisesti
my0Os vain osassa yksilén soluista (mosaikismi) tai vain osittaisena kromosomin puutoksena tai li-
sayksena (segmentaalinen aneuploidia). Koko kromosomin aneuploidiat johtuvat usein meioottisten
solunjakautumisten aikaisista ongelmista (Chiang ym. 2012, Munné ym. 2017, Stolakis ja Bertero
2019). Mosaikismi on puolestaan peraisin mitoottisista solunjakautumisista (Stolakis ja Bertero
2019), joista myds segmentaalisten aneuploidioiden katsotaan paaosin johtuvan (Babariya ym.
2017). Aneuploidiat ovat merkittavin yksittainen syy seka koeputkihedelmoityksen keinoin aloitettu-
jen raskauksien epaonnistumisiin ettd spontaaneihin raskauden keskeytymisiin (Chiang ym. 2012,
Stolakis ja Bertero 2019). Alkion aneuploidisuus johtaa yleensa alkionkehityksen pysahtymiseen tai
alkion kohtuun kiinnittymisen epaonnistumiseen (Babariya ym. 2017). Tama osoittaa luonnollisen,
euploidisia alkioita suosivan selektiomekanismin olemassaolon kaikissa alkionkehityksen vaiheissa
(Magli ym. 2009). Syntyneiden yksildiden populaation joukossa aneuploidioiden esiintyvyys on noin
0,3%, kun taas spontaaneissa keskenmenoissa esiintyvyys on jopa 35% (Handyside 2012, Nagaoka
ym. 2013). Koeputkihedelmdityksen keinoin aikaansaatujen alkioiden aneuploidia-aste vaihtelee
jopa 40%:sta yli 80%:iin riippuen tutkimusasettelusta (Handyside 2012, Franasiak ym. 2014A,
Franasiak ym. 2014B).

Tiedetdan, ettd suurin osa aneuploidioista ovat munasoluperaisia (Kuliev ym. 2011) ja etta
aneuploidioiden todennakoisyys kasvaa merkittavasti naisen iannousun myéta (Chiang ym. 2012,
Handyside 2012, Munné ym. 2017, Stolakis ja Bertero 2019). Nama munasoluperaiset aneuploidiat
voivat johtua ensimmaisessa tai toisessa meioottisessa jakautumisessa (Ml ja Mll) tapahtuvista ja-
kautumisen virheista (Chiang ym. 2012, Handyside 2012, Stolakis ja Bertero 2019). Munasolun mei-
oottiset jakautumiset sijoittuvat ajallisesti kauas toisistaan; Ml pysahtyy profaasiin ennen yksilon syn-
tymaa tai valittdbmasti syntyman jalkeen. Ml jatkuu ja etenee Mll:een vasta ennen ovulaatiota ja he-
delmoityksen tapahtuessa. Jopa vuosikymmenia kestavan meioosin pysahdysvaiheen aikana kro-
mosomien asianmukaisesta sijoittumisesta vastaavat tekijanvaihdunnassa muodostuneet kiasmat

seka kohesiini-proteiinikompleksit. (Handyside 2012)

Munasoluperaisten kromosomaalisten jakautumisten ongelmien alkuperaksi onkin ehdotettu monia
tekijoita, joista kohesiinien ennenaikainen tuhoutuminen tai ajan my6ta luonnollisesti hajoaminen on
noussut johtavaksi teoriaksi (Chiang 2012, Stolakis ja Bertero 2019). Kohesiinien vaheneminen ja
ennenaikainen hajoaminen on todistettu hiirimalleilla ja prosessin konservoituneen luonteen myota
sen voidaan uskoa myods koskevan ihmisen munasoluja, vaikka suoraa todistusta ei ole (Chiang ym.

2012, Handyside 2012, Nagaoka ym. 2013). Kohesiinien tuhoutumisen teoria koskee erityisesti MI-
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spesifisia aneuploidioita, joille voidaan siten havaita aneuploidioiden yleisyyden kasvua naisen ian-
nousun mukana. Koeputkihedelmoitettyjen alkioiden kontekstissa on oleellista huomata, ettd ensim-

mainen meioottinen jakautuminen tapahtuu in vivo, mutta toinen meioottinen jakautuminen in vitro.

On kuitenkin osoitettu, ettd myds nuorten, luovutettujen munasolujen avulla toteutetuissa koeputki-
hedelmoéityksen keinoin aikaansaaduissa alkioissa tavataan korkeita aneuploidia-asteita (Sills ym.
2014). Tallaisessa populaatiossa voisi siis mahdollisesti olla aneuploidioita, joiden alkupera ei liity
munasolun ikdan. Nain ollen on tarpeellista pohtia myds muita syitd, jotka voivat aikaansaada koe-
putkihedelmditettyjen alkioiden korkean aneuploidia-asteen. Esimerkiksi sukusoluperaiset geneetti-
set tekijat ja hedelmoityshoitoihin liittyvat toimintatavat ja metodit voivat osaltaan vaikuttaa
aneuploidioiden syntyyn (Magli ym. 2009). Laboratorio-olosuhteiden ja hedelmaityshoitoihin liittyvien
toimintatapojen vaikutusta aneuploidioihin on pohdittu paljon. Euploidia-asteet vaihtelevat hedelmai-
tysklinikoiden valilla suuresti: Munné ym. vuonna 2017 julkaiseman tutkimuksen mukaan vaihtelua
on jopa 39.5%:sta 82.5%:iin. Muuttujat kuten pH, lampétila, laboratorion toimintatavat, hedelmaitys-
tekniikka (IVF tai ICSI) seka hormonistimulaatio koetaan mahdollisina aneuploidioihin vaikuttavina
tekijoind (Swain 2019). Toimintatavoista erityisesti munasoluja stimuloivien hormonien maaralla on
ajateltu olevan vaikutusta alkioiden laatuun ja aneuploidisuuteen (Nagaoka ym. 2013). Kirjallisuu-
dessa esitettyja aneuploidia-asteita tulkitessa tulee aina ottaa huomioon myds kromosomitutkimuk-
siin kaytetty testimenetelma, sen resoluutio, kaytetyt algoritmit seka testilaboratorioiden raportointi-
kriteerit. Hedelmoityshoitoihin liittyvien protokollien ja vaikuttavien tekijéiden monimuotoisuuden
vuoksi suoria syy-seuraussuhteita voi kuitenkin olla hyvinkin vaikea todeta (Munné ym. 2017, Swain
2019).

Hedelmaditystekniikat luovat jokseenkin erilaiset Iahtdasetelmat alkioille; ICSI:ssa eli mikrohedelmai-
tyksessa hedelmditys tapahtuu yksittaisen siittiosolun injektoimisella kypsaan munasoluun, jonka
ympariltd on poistettu suojaavat kumulussolut. Alkio asetetaan taman jalkeen viljelyliuokseen.
IVF:ssa eli maljahedelmdityksessa munasolu asetetaan suojaavien kumulussolujensa kanssa he-
delmoitysliuosalustalle, jolle myos siittiosolut asetetaan. Hedelmoittymisen annetaan tapahtua mal-
jalla hedelmaitysliuoksessa. Tyypillisesti vajaan vuorokauden kuluttua ylimaaraiset siittidsolut seka
kumulussolut pestdan pois ja hedelmoittynyt munasolu asetetaan viljelyliuokseen. Nain ollen ympa-
ristd on hedelmditystapojen valilld aluksi erilainen seka liuosympariston ettd munasolun luontaisen
suojakerroksen osalta. Taman lisaksi ICSI:n mahdollisiksi alkiota hairitseviksi tekijdiksi on ehdotettu
muun muassa injektioneulan aiheuttamaa fyysista vauriota ja toisaalta siittidsolujen luonnonvalinnan
sivuuttamista aneuploidioita mahdollisesti lisdavana tekijana (Sahin ym. 2020). IVF:ssa taas pitka
inkubaatioaika hedelmoitysliuoksessa saa aikaan reaktiivisten happiyhdisteiden muodostumista,
jotka voivat osaltaan vaikuttaa alkion varhaisiin kehitysvaiheisiin (Kattera ja Chen 2003). Hedelmai-
tystapa valitaan hedelmoityshoitoihin hakeutuneen parin sukusoluihin liittyvien indikaatioiden seka

mahdollisten aiempien hoitokertojen tietojen perusteella.



Taman tutkielman tutkimuskysymykset pohjautuvat ajatukseen siita, voidaanko laboratorio-olosuh-
teiden ja -menetelmien avulla vaikuttaa aneuploidia-asteeseen. Tarkedna motivaationa tutkimuk-
selle toimii Ovumia Fertinova Oy:ssa vuonna 2020 suoritettava viljelyliuoskokeilu. Pyrkimyksena on
|6ytaa tilastollisen analyysin avulla merkkeja sellaisista aneuploidioista, joille ei voida osoittaa vah-
vaa ikariippuvuutta tai muuta selkeaa lahdetta, jolloin niiden alkuperan voidaan ajatella johtuvan osin
esimerkiksi laboratorio-olosuhteista. Tutkimuskysymysta lahestytdan kahdesta eri nakdkulmasta;
Onko ICSI- ja IVF-alkioiden aneuploidioiden tyypeissa ja asteissa eroavaisuuksia? Loydetaanko yk-
sittaisia kromosomeja, jotka toimisivat muita kromosomeja parempina indikaattoreina in vitro-olo-
suhteisteiden vaikutuksen alaisille aneuploidioille? Yksittaiset indikaattorikromosomit ja niiden
aneuploidia-asteiden seuraaminen kokonaisaneuploidia-asteen rinnalla voisivat helpottaa optimaa-

listen kasvatusolosuhteiden maarittelya ja I16ytamista.

2. MATERIAALIT JA MENETELMAT

2.1 POTILAAT

Tutkimuksen kohteena oli yhteensa 384 koeputkihedelmoitettya alkiota 101 hoitokerralta ajanjak-
solla 06/2015 — 01/2020. Alkiot olivat paaasiallisesti Ovumia Fertinova Oy:n Tampereen klinikalta
(n=336). Taman lisaksi alkioita oli saatu pakastettuna HUSLAB:Ita (n=2), InOva klinikalta Kuopiosta
(n=4) ja Ovumia Fertinova Oy:n Helsingin klinikalta (n=42). Suurin osa alkioista on peraisin potilaan
omista munasoluista, ja 35 alkion kohdalla on hyédynnetty munasolunluovuttajia. 1an keskiarvo oli
38,80 vuotta (20 - 46 vuotta). Munasolunluovuttajien ian ylarajaksi on Ovumia Fertinova Oy:ssa
maaritelty 35 vuotta. 1alla viitataan tassa tutkimuksessa aidin tai munasolun luovuttajan ikdan mu-
nasolujen kerayksen hetkelld, ja tata kutsutaan jatkossa munasolun iaksi. Aineistossa ikaa kasitel-
I1&an seka jatkuvana muuttujana etta ikaryhmittain. Ikaryhmittelyssa jaotteluna kaytettiin < 35 vuotta,
36-39 vuotta, 40 vuotta, 41 vuotta ja = 42 vuotta. Ikaryhmien jaottelu perusteltiin hedelmoityshoitojen
kontekstissa kliinisesti merkittaviksi havaituilla ikjaksoilla, ja toisaalta jaottelun perusteena on myds

ryhmakokojen tasaiseksi saattaminen.
2.2 MUNASOLUJEN STIMULAATIO JA KERAYS

Munasolujen stimulaatio suoritettiin pagasiassa ns. pitkan agonistikaavan avulla, jossa naisen oma
aivolisdkehormonituotanto (FSH ja LH) hiljennetddn ennen muun hoidon aloittamista agonistin
(GnRH-analogi) avulla. Ihon alle pistettavat gonadotropiinit (FHS ja LH) eli munasarjoja stimuloivat
hormonit saavat aikaan munasolujen kypsymisen, jota seurataan ultradanitutkimusten avulla. Kypsat
munasolut punktoidaan onnistuneen hormonihoidon lopuksi hedelmoitettavaksi ja viljeltavaksi.
(https://www.terveyskirjasto.fi/terveyskirjasto/tk.koti?p artikkeli=dIk00870) PGT-A:ssa pitkaa

agonistikaavaa suositaan sen paremman ja varmemman ajoitettavuuden vuoksi.



https://www.terveyskirjasto.fi/terveyskirjasto/tk.koti?p_artikkeli=dlk00870

2.3 HEDELMOITYS JA ALKIOIDEN VILJELY

Alkioista 52,3% (n=203) hedelmoitettiin mikroinjektiotekniikalla (ICSl), joka suoritettin PICSI:na
(Physiological ICSI). Loput 46,6% (n=181) hedelmaitettiin maljahedelmdbityksella (IVF). Hedelmoi-
tysliuoksena kaytettiin Origion Fert-liuosta ja viljelyliuoksena Origion yksivaiheista SAGE 1-step-vil-
jelylivosta. Alkioita viljeltiin kaikkiaan 5-7 paivan ikdan eli blastokystivaiheeseen. Muilta klinikoilta
Ovumia Fertinova Oy:n Tampereen klinikalle tulleet, pakastetut alkiot (n=48) olivat 2-5 paivan ikaisia:
ne sulatettiin, jatkoviljeltiin ja biopsoitiin Tampereen Ovumia Fertinova Oy:n toimesta. Lahes kaikki
alkiot (n=375) viljeltin embryoskoopissa, eli alkioiden viljelyyn ja seurantaan suunnitellussa inku-

baattorissa, joka kuvaa alkioita koko viljelyn ajan.
2.4 BIOPSOINTI

Alkioiden biopsointi eli solujen keradminen PGT-A-tutkimusta varten suoritettiin kaikkien alkioiden
tapauksessa Tampereen Ovumia Fertinova Oy:n toimesta. Biopsointi suoritettiin alkioiden ollessa
blastokystivaiheessa, eli 5-7 paivan ikaisia, painottuen paiviin 5 ja 6. Biopsia otettiin alkion trofoek-
todermin eli blastokystin ulkosolujen soluista. Kuoriutumattomien alkioiden ketto (zona pellucida) el
munasolua ja alkiota suojaava glykoproteiinikerros avattiin laserpulssin avulla, jotta alkion solujen
kasittely oli mahdollista. Alkion trofoektodermin soluja irrotettiin laserpulssien ja biopsointipipetin
avulla. Tutkimuksen kohteena oleville alkioille annettiin keskiarvollisesti 5 (1-10) laserpulssia, joiden
avulla biopsoitavat solut saatiin irrotettua alkion ulkosolumassasta. Soluja kerattiin keskimaarin 6,4

(2-15). Biopsoinnin jalkeen alkiot pakastettiin vitrifioimalla.
2.5 ALKION KROMOSOMITUTKIMUS (PGT-A)

Tutkimuksessa kaytetyt alkiot olivat l1apikayneet alkion kromosomitutkimuksen (PGT-A, Preimplan-
tation Genetic Testing for Aneuploidy) potilaiden toiveesta. Solunaytteet lahetettiin kuriiripalvelun
avulla kylmakuljetuksena alkion kromosomitutkimuksen suorittaville yrityksille. Tutkimuksen koh-
teena olevia alkioita oli tutkittu tdssa tapauksessa neljan eri firman toimesta; Genetyx (n=4), Repro-
genetics (n=40), Invicta (n=130) ja Igenomix (n=210). Naissa alkion kromosomitutkimus suoritettiin
NGS-menetelmilla (Next Generation Sequencing), joilla saadaan tulos kaikille kromosomille. Kromo-
somitutkimuksen suorittaneet yritykset raportoivat kromosomikohtaiset aneuploidiatiedot sisaltaen
seka koko kromosomin ettd segmentaaliset aneuploidiat. Mainituista yrityksista Invicta ei raportoi
erikseen mosaiikkeja alkioita, vaan maarittelevat ne euploidisiksi tai aneuploidisiksi mosaikismin as-
teen mukaan (raja-arvo 50%). Myds kompleksisen aneuploidian raportoinnissa on yritysten valilla
eroavaisuuksia; Reprogenetics raportoi jokaisen aneuploidian kromosomikohtaisesti. Invicta puoles-
taan raportoi kromosomikohtaisen tuloksen vain, mikali aneuploidioita on alle viidessa kromo-
somissa yhdessd alkiossa, ja Igenomix raportoi kromosomikohtaisen tuloksen alle kuudelle

aneuploidiselle kromosomille alkiossa. Eri raportointistandardien mukaisten tulosten yksiselitteisen



vertailun mahdollistamiseksi tassa tydssa 2-4 kromosomin aneuploidiaa kutsutaan kompleksiseksi

aneuploidiaksi ja yli neljan kromosomin aneuploidiaa kaoottiseksi aneuploidiaksi.
2.6 TILASTOLLINEN ANALYYSI

Alkioista saaduista tiedoista kerattiin Excel-taulukko Ovumia Fertinova Oy:n Peter Bredbackan toi-
mesta. Taulukko sisaltda tietoa mm. alkioiden blastokystivaiheen morfologisista luokituksista, mu-
nasolun iasta, biopsointiin liittyvista toimista ja tuloksista seka PGT-A tuloksista kromosomikohtai-
sesti. Alkioita ryhmiteltiin hedelmditystavan ja munasolun ian mukaan. Kuvaajat muodostettiin Excel-
taulukkolaskentaohjelman avulla. Ryhmittelyjen mukaisia aneuploidiatuloksia kasiteltiin IBM SPSS
Statistics- ohjelmiston avulla; tilastollinen analyysi suoritettiin Fisherin tarkan t-testin avulla. Ikaryh-
mien ja hedelmditystavan eroja vertailtaessa kaytettiin ristiintaulukointia. Tarkasteltaessa ikaa jatku-
vana muuttujana (ei normaalijakauman mukainen), kaytettiin epaparametrista Mann-Whitney-U -tes-

tia p-arvon selvittamiseksi. Tilastollisen merkitsevyyden raja-arvona kaytettiin p < 0,05.

3. TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Tutkimuksen kohteena olevien 384 alkion kromosomitutkimuksen yleiset tulokset on esitetty taulu-
kossa 1. Naista 384 alkiosta PGT-A-tulos oli informatiivinen 96,9%:lle (n=372). Kaikkiaan 91,4%
alkioista (n=351) sai taman tutkimuksen kannalta validin tuloksen: triploidiset (1,3%, n=5) ja mosaii-
kisti aneuploidiset (4,2 %, n=16) alkiot paatettiin rajata vertailukelpoisten alkioiden ulkopuolelle yk-
siselitteisten lopputulosten aikaansaamiseksi. Alkioista 6,8% (n=26) oli kaoottisesti aneuploidisia.
Naista 14:lle ei ole raportoitu aneuploidioita kromosomikohtaisesti, ja lopuille 12:lle nama kromoso-
mikohtaiset aneuploidiatiedot ovat saatavilla. Ero johtuu alkion kromosomitutkimuksen suorittanei-
den yritysten raportointistandardeista. Raportointistandardien eroavaisuuksista johtuen alkioiden
joukkoa jouduttiin rajaamaan viela yksittaisiin tulosten tarkasteluihin. Myds sukupuolikromosomien
tulos jatettiin tulosten yksiselitteisyyden vuoksi kromosomikohtaisten tarkastelujen ulkopuolelle. Al-
kion kromosomitutkimuksia suorittavien yritysten toimesta ilmoitettava monosomiatulos X0 ei kerro,
onko kyseessa puuttuva X vai Y kromosomi, joka tekee kromosomikohtaisen analyysin naiden osalta
mahdottomaksi.

Taman tutkimuksen kannalta vertailukelpoisen tuloksen saaneiden alkioiden yhdistetty aneuploidia-
aste on 71,8% (taulukko 2). Aneuploidia-asteet voivat vaihdella suuresti klinikoiden valilla (Munné
ym. 2017, Swain 2019). 71,8% on muihin kirjallisuudessa todettuihin aneuploidia-asteisiin ndhden
verraten korkea; aneuploidisia alkioita on havaittu aiemmissa tutkimuksissa hyvinkin vaihtelevia
maaria tutkimusasettelusta riippuen. Esimerkiksi Franasiak ym. (2014A) esittavat laajamittaisen,
kaikki kromosomit kattavan, alkioiden trofoektodermin solunaytteille suoritetun tutkimuksen perus-

teella aneuploidia-asteen olevan 40,7%. Toisaalta Sills ym. (2014) tutkivat nuorten (20-29 vuotta)



munasolun luovuttajien vaikutusta alkioiden aneuploidia-asteeseen: alkioista 53,2% todettiin
aneuploidisiksi. Tutkittaessa miehen hedelmattémyyden osuutta aneuploidioihin, aneuploidia-aste
vaihtelee 62-69%:n valilla riippuen hedelmattdmyyden syysta (Magli ym. 2009). Kirjallisuudessa on
kuitenkin myos tavattu jopa 85%:n aneuploidia-asteita (Franasiak ym. 2014B). Kirjallisuudessa to-
detut aneuploidia-arvot eivat kuitenkaan ole suoraan toisiinsa verrattavissa, silla muun muassa kro-

mosomitutkimuksen suorittamiseen kaytetty menetelma ja erot potilaiden ikdjakaumassa voivat vai-

kuttaa merkittavastikin raportoituun aneuploidia-asteeseen.

Taulukko 1: Alkion kromosomitutkimuksen (PGT-A) tulokset hedelmoitystavan mukaan jaoteltuna.

ICSI(n) ICSI(%) IVF(n) IVF(%) YHT.(n) YHT. (%)
181 100,0 % 203 100,0 % 384 100,0 %

KOKONAISMAARA

EUPLOIDINEN 53 29,3 % 46 22,7 % 99 25,8 %
KOKO KROMOSOMIN ANEUPLOIDIA 92 50,8 % 123 60,6 % 215 56,0 %
SEGMENTAALINEN ANEUPLOIDIA 5 2,8% 6 3,0% 11 2,9%
KAOOTTINEN ANEUPLOIDIA 14 7,7 % 12 5,9 % 26 6,8 %
El PGT-A-TULOSTA 7 3,9% 5 2,5% 12 3,1%
TRIPLOIDINEN 5 2,8% 0 0,0% 5 1,3%
MOSAIIKKI 4 2,2% 6 3,0% 10 2,6%
SEGMENTAALINEN MOSAIIKKI 1 0,6 % 5 2,5% 6 1,6 %

Taulukko 2: Taman tutkimuksen kannalta vertailukelpoisen kromosomitutkimuksen tuloksen
saaneiden alkioiden kokonaismaarat seka suhteelliset osuudet vertailukelpoisista alkioista.

ICSI (n) % IVF (n) % YHT. (n) %
YHTEENSA 164 100,0 % 187 100,0 % 351 100,0 %
EUPLOIDISET 53 32,3% 46 24,6 % 99 28,2 %
KOKONAAN ANEUPLOIDINEN 92 56,1 % 123 65,8 % 215 61,3 %
SEGMENTAALINEN ANEUPLOIDIA 5 3,0% 6 3,2% 11 3,1%
KAOOTTINEN ANEUPLOIDIA 14 8,5 % 12 6,4 % 26 7,4 %
111 67,7 % 141 75,4 % 252 71,8 %

YHTEENSA ANEUPLOIDISET

3.1 HEDELMOITYSTAPAKOHTAISET TULOKSET

3141 YLEISESTI

Tassa laskukelpoisiksi alkioiksi lasketaan aneuploidiset, euploidiset, segmentaalisesti aneuploidiset
seka kaoottisesti aneuploidiset alkiot (n=351). Taulukon 2 mukaisesti ndistd 164 on ICSl-alkioita ja

187 on IVF-alkioita.



ICSl-alkioiden yhdistetty aneuploidia-aste on taulukon 2 mukaisesti 67,7% ja IVF-alkioiden 75,4%
(p=0,123). Sahin ym. (2020) ovat saaneet tutkimuksessaan pitkalti samankaltaisia tuloksia: IVF-al-
kioiden aneuploidia-aste oli 65% ja ICSl-alkioiden 69,9%. Kuitenkin pienen otosmaaran (n=240) tut-
kimus (Sahin ym. 2020) osoittaisi ICSl-alkioiden olevan IVF-alkioita suuremmalla todennakoisyy-
delld aneuploidisia, vastoin tdman tutkimuksen tuloksia. Erot eivat kuitenkaan ole kummassakaan
tutkimuksessa tilastollisesti merkitsevia ja voivat siten johtua sattumasta. Taman tuloksen valossa
voidaan paatelld, ettd yleisesti hedelmditystavalla ei ole vaikutusta aneuploidisuuden todennakoi-
syyteen. Aiemmassa tutkimuksessa on paadytty samankaltaisiin lopputuloksiin (Palmerola ym.
2019, Sahin ym. 2020), vaikka myo6s aneuploidia-asteiden eroja hedelmoitystapojen valilla on saatu
esille joissakin tutkimuksissa (Sahin ym. 2020). Vaikka nuorimmalla ikédryhmalla (< 35 vuotta) IVF-
alkioiden aneuploidisuus on prosentuaalisesti huomattavasti korkeampi kuin ICSl-alkioilla (kuva 1),
ero ndidenkaan ryhmien valilla ei kuitenkaan ole tilastollisesti merkitseva (p=0,125). Prosentuaalis-
ten asteiden suuri eroavaisuus voi selittyd nuorimman ryhman pienelld koolla (n=45). Kuvasta 1
nahdaan selkeasti aneuploidian todennakdisyyden kasvu nousevan idn mukana seka ICSI- etta IVF-

alkioiden tapauksissa.

ANEUPLOIDISET ALKIOT HEDELMOITYSTAVAN MUKAAN IKARYHMITTAIN
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Kuva 1: Aneuploidisten alkioiden suhteelliset maarat ikaryhmittain hedelmoitystavan mukaan
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3.1.2 HEDELMOITYSTAVAN VAIKUTUS KROMOSOMIKOHTAISIIN ANEUPLOIDIA-
ASTEISIIN

Tassa laskukelpoisiksi alkioiksi on laskettu euploidiset, aneuploidiset, segmentaalisesti aneuploidi-
set ja ne kaoottisesti aneuploidiset alkiot, joille on raportoitu kromosomikohtaiset aneuploidiatulokset
(n=337). Alkuperaisen jaottelun ulkopuolelle on siis tassa jatetty ne kaoottisesti aneuploidiset alkiot,
joista ei ole toimitettu kromosomikohtaisia aneuploidiatuloksia (n=14).

ICSlI-alkioiden useimmin aneuploidiset kromosomit ovat tdssa tutkimuksessa 21 (17,4%), 22 (14,8%)
ja 15 (12,3%). IVF-alkioilla taas kromosomit 22 (17,1%), 16 (16,0%) ja 15 (14,4%) ovat eniten
aneuploidisia. Kromosomikohtaiset tulokset on esitetty kuvassa 2. Kaikki nelja edelld mainittua kro-
mosomia ovat tunnetusti aneuploidisimpien kromosomien joukossa (Franasiak ym. 2014A, Sahin
ym. 2020). Toisaalta, esimerkiksi Sills ym. (2014) ovat todenneet kromosomin 15 olevan tutkimuk-
sensa mukaan kaikista harvinaisin aneuploidinen kromosomi. Tutkimuskohtaista vaihtelua esiintyy
siis myds kromosomikohtaisten tulosten osalta.

Yleisesti kirjallisuudessa tavataan ristiriitaisia tutkimustuloksia liittyen IVF:n ja ICSI:n kayton hyddyl-
lisyyteen: osa tutkimuksista toteaa ICSI:n tuottavan huomattavissa maarin enemman aneuploidisia
alkioita, toisaalta osa tutkimuksista toteaa, ettei naiden hedelmoitystapojen valilla ole merkittavia
eroja aneuploidia-asteissa. Taman tutkimuksen tulos tukee jalkimmaista vaitetta IVF:n ja ICSI:n ta-
saisista aneuploidia-asteista.

Yleisimpien aneuploidisten kromosomien kohdalla voidaan havaita eroja aneuploidia-asteissa he-
delmaditystapojen valilla. Kromosomi 21 on ICSl-alkioista 17,4%:lla aneuploidinen, kun taas IVF-al-
kioiden keskuudessa vastaava luku on vain 9,4% (p=0,036). Kromosomi 16 taas on IVF-alkioilla
16,0%:lla aneuploidinen, ICSl-alkioilla vain 9,0%:lla (p=0,097). Erikoista onkin, ettd ICSl-alkioiden
keskuudessa aneuploidisin kromosomi 21 ja IVF-alkioiden keskuudessa toiseksi aneuploidisin kro-
mosomi 16 ovat ne, joissa on kaikista eniten eroavaisuuksia ryhmien valilla. Naiden tulosten perus-
teella tulee pohtia mahdollisuutta sille, voiko ICSI hedelmdbitystekniikkana mahdollisesti altistaa al-
kion kromosomin 21 aneuploidialle. Kirjallisuudesta ei |0ydy tata tukevia aiempia tutkimustuloksia.
On kuitenkin huomioitava, ettd molemmat naistd kromosomeista kuuluvat tunnetusti aneuploidisim-
pien kromosomien joukkoon. Tassa tutkimuksessa aineiston pieni koko vaikuttaa aneuploidiahavain-
tojen maariin ja siten myds erojen p-arvoihin hedelmoitystapojen valilla. Tilastollisesti merkitsevia
eroja havaittiin vain kromosomin 21 kohdalla, mahdollisesti sen aneuploidioiden yleisyyden vuoksi.
Suuremmalla aineistolla voitaisiin saada tilastollisesti merkitsevampia eroja kromosomikohtaisissa

tuloksissa ja siten aneuploidiaerojen alkuperaa voitaisiin tutkia luotettavammin.



11

ALKIOIDEN KROMOSOMIKOHTAISET ANEUPLOIDIA-ASTEET HEDELMOITYSTAVAN MUKAAN
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Kuva 2: Kromosomikohtaiset aneuploidia-asteet hedelmoéitystavan mukaan jaoteltuna. ICSI-
alkioiden tulokset on esitetty sinisilla pylvailla, IVF-alkioiden tulokset on esitetty violeteilla pylvailla.
Segmentaalisten aneuploidioiden maarat kuvattu vaaleammilla pylvailla kokonaan aneuploidisten
pylvaan ylapuolella.

Alkioista 8,9 % (30/337) on segmentaalisesti aneuploidisia. Nama 30 alkiota kantavat yhteensa 38
segmentaalisesti aneuploidista kromosomia. 7,4% kaikista alkioista (n=25/337) kantaa yksittaista
segmentaalisesti aneuploidista kromosomia, loput (n=5) segmentaalisesti aneuploidista alkiota kan-
tavat useaa segmentaalisesti aneuploidista kromosomia. ICSl-alkioista 9,6%:lla (n=15/156) on seg-
mentaalisesti aneuploidinen kromosomi tai kromosomeja, vastaava luku IVF-alkioille on 8,3%
(n=15/181). Ero ei ole tilastollisesti merkitseva (p=0,7045) ja siten voidaan olettaa, ettd hedelmoitys-
tavalla ei ole tdssa aineistossa vaikutusta segmentaalisten aneuploidioiden syntyyn.

Edella esitetty segmentaalisten aneuploidioiden yleisyys vastaa aiemman tutkimustyon tuloksia;
Escriba ym. (2019) esittavat tutkimuksessaan blastokystivaiheen alkioiden (n=3565) segmentaali-
sen aneuploidian asteeksi 8,4%. Myds korkeampia segmentaalisen aneuploidian asteita on tavattu:
Rabinowitz ym. (2012) totesivat segmentaalisen aneuploidian asteeksi 15,3% ja Babariya ym.
(2017) vastaavasti 15,6%.

Taman tutkimuksen alkioiden keskuudessa segmentaalisesti aneuploidinen kromosomi esiintyy
useimmiten yhdessa kokonaan aneuploidisen kromosomin kanssa (4,7%, n=16/337). Tulos noudat-
taa aiemmin kirjallisuudessa todettuja segmentaalisten aneuploidioiden esiintyvyyden malleja (Ra-
binowitz ym. 2012, Babariya ym. 2017). Vain yksittaista segmentaalisesti aneuploidista kromosomia
kantava alkio (SSA, Single Segmental Aneuploidy) on segmentaalisten aneuploidioiden seuraavaksi
yleisin luokka 2,7%:lla (n=9/337). My6s Rabinowitz ym. (2012) toteavat SSA-asteeksi omassa tutki-
muksessaan 2,6% kaikista alkioista. On kuitenkin myos tutkimuksia, joissa SSA on yleisin segmen-
taalisen aneuploidian muoto (Escriba ym. 2019). Segmentaalisten aneuploidioiden esiintyvyydessa

voidaan siis ndhda tutkimusasettelusta ja olosuhteista johtuvia eroavaisuuksia eri lahteiden valilla.
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Kuten kuvasta 2 voidaan hahmottaa, suurin osa IVF-alkioiden segmentaalisista aneuploidioista
(87,5%, n=14/16) keskittyy kromosomeihin 1-12, kun taas ICSl-alkioilla vastaava luku on 68,2%
(n=15/22). IVF-alkioiden osalta tulos tukee aiempia tutkimustuloksia; 88,1% SSA-alkioista kantaa
virhetta kromosomeissa 1-12 (Escriba ym. 2019). My&s Babariya ym. (2017) osoittivat tutkimukses-
saan blastokystivaiheen alkioiden segmentaalisten aneuploidioiden keskittyvan aikaisempia kehitys-
vaiheita enemman kromosomeihin 1-12. Kromosomit 1-12 ovat kooltaan suuria tai keskikokoisia ja
rakenteeltaan metasentrisia tai submetasentrisia. Ihmisen kromosomiston muut kromosomit ovat
naihin verraten pienempia ja paaosin submetasentrisia tai akrosentrisia. Kromosomien 1-12 raken-
nepiirteiden voidaan odottaa vaikuttavan kromosomien alttiuteen segmentoitua. (Escriba ym. 2019)
IVF-alkioiden segmentaaliset aneuploidiat ovat vahvemmin keskittyneet tiettyihin, kromosomiston
alkupaan kromosomeihin, ja siten niiden esiintyminen noudattaa ennalta tunnettua trendia (Babariya
ym. 2017, Escriba ym. 2019). ICSl-alkioiden kromosomien segmentoituminen on kuitenkin levittay-
tynyt laajemmin koko kromosomiston alueelle: 31,8% (n=7/22) sijoittuu muualle kuin kromosomeihin
1-12. Ero hedelmditystapojen ja segmentaalisten aneuploidioiden sijoittumisen kromosomeihin 1-12
verraten kromosomeihin 13-22 suhteen ei kuitenkaan ole tilastollisesti merkitseva (p = 0.2537).

Monet tutkimukset ovat osoittaneet, ettd segmentaalinen aneuploidia on I&ahtdisin ennemmin mitoot-
tisista kuin meioottisista jakautumisista toisin kuin koko kromosomin aneuploidiat (Babariya ym.
2017, Escriba ym. 2019). On myds todettu, ettd segmentaalisten aneuploidioiden todennakoisyys ei
taten nouse munasolun ian kasvun mukana (Rabinowitz ym. 2012, Babariya ym. 2017, Escriba ym.
2019). Hedelmoityshoitojen kontekstissa on oleellista huomata, ettd kaikki alkion mitoottiset solun-
jakautumiset tapahtuvat in vitro- olosuhteissa. Vaikka tilastollista merkitsevyytta ei tdssa aineistossa
havaittu segmentaalisten aneuploidioiden sijoittumisen suhteen hedelmaitystapojen valilla, voidaan
tatd harkita in vitro-olosuhteiden indikaattoreiksi. Lisaantynyt alueellinen segmentaalinen
aneuploidisuus ICSl-alkioiden keskuudessa voisi mahdollisesti johtua mitoottisten jakautumisten ai-
kaisista hairidtekijdista, jotka voivat solunsisaisten tekijoiden lisaksi olla solunulkoisia, olosuhteisiin
littyvia tekijoitd, mahdollisesti ICSI hedelmditystekniikkana. 1CSl-alkioiden segmentaaliset
aneuploidiat ovat kuitenkin kromosomikohtaisesti hyvin yksittaisia, ja voivat johtua tdman aineiston

perusteella myds sattumasta.

313 HEDELMOITYSTAVAN VAIKUTUS ANEUPLOIDIOIDEN TYYPPEIHIN

Tassa laskukelpoisia ovat aneuploidiset, euploidiset, segmentaalisesti aneuploidiset seka kaikki ka-
oottisesti aneuploidiset alkiot (n=351). Aneuploidioiden maarien jaottelu perusteltiin kromosomitutki-
muksen suorittaneiden yritysten raportointieroihin: kaikki yritykset raportoivat ainakin neljalle sa-
massa alkiossa esiintyvalle aneuploidiselle kromosomille aneuploidiatuloksen, jolloin raja komplek-

sisen ja kaoottisen aneuploidian valille tehtiin tdman mukaan. Aneuploidioiden maararyhmat ovat
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siis 0 aneuploidiaa = euploidinen, 1 aneuploidia = aneuploidinen, 2-4 aneuploidiaa = kompleksinen
aneuploidia ja = 5 aneuploidiaa = kaoottinen aneuploidia.

Trendi on molemmilla hedelmoitystavoilla samankaltainen: euploidian mahdollisuus laskee jyrkasti
i@nnousun kanssa niin, etta euploidisia alkioita on eniten < 35-vuotiaiden keskuudessa ja vahiten =
42-vuotiaiden keskuudessa. Vastaavasti aneuploidisuuden todennakdisyys kasvaa seka yleisesti
ettd sen kompleksisuuden osalta merkittdvasti ian mukana. Hedelmoitystapakohtaiset tulokset on
esitetty kuvassa 3. Yleisesti ero hedelmoitystapojen ja aneuploidioiden maaran valilla ei ole tilastol-
lisesti merkitseva (p=0,109).

Ikaryhmittain vertailtaessa ainoastaan alle 35-vuotiaiden ryhmassa erot aneuploidioiden maarassa
hedelmoitystapojen valilla ovat tilastollisesti merkitsevat (p=0,015). Tassa ikaryhmassa ICSl-alkiot
ovat huomattavasti useammin euploidisia (72% vs. 45%) kuin IVF-alkiot. Yhden kromosomin
aneuploidioille ei voida suoraan kuvan 3 perusteella paatelld ikariippuvuutta, vaan yleisyys vaikuttaa
jokseenkin tasaiselta lapi ikdryhmien. Suhteelliset osuudet ovatkin ikaryhmien kesken kaikista tasai-
simmat yhden aneuploidian kohdalla molemmilla hedelmditystavoilla. On kuitenkin huomioitava, etta
nuorimmilla ikaryhmilld euploidiset alkiot vievat suurilla osuuksillaan enemmiston alkioiden
aneuploidioiden jakaumasta. Tilanne on painvastainen vanhimmilla ikaryhmilla, joissa suurin osuus
kuuluu kompleksisesti aneuploidisille alkioille.

2-4 kromosomin kompleksiset aneuploidiat ovat selkeassa trendissa nousevan ian kanssa, jossa
riski suurimmillaan kuusinkertaistuu ikaryhmissa edetessa (ICSI: 8% - 64,7%). Tama on kirjallisuu-
dessa ennalta tunnettu vaikutus, vaikka kompleksisten aneuploidioiden ikariippuvuuden syy ei ole
taysin selvilld (Franasiak ym. 2014B). Mahdollisiksi selityksiksi on ehdotettu hupenevia hyvien mu-
nasolujen varastoja ikaantyvilld naisilla (Handyside 2012) ja mahdollisesti korostunut alttius
aneuploidioiden kehittamiselle tai vaihtoehtoisesti alentunut virheiden korjauskapasiteetti (Franasiak
ym. 2014B). Munasolun vanhetessa korjausmekanismien toiminnallisuus voi heiketa ja esimerkiksi
kohesiinien tuhoutuminen voi vaikuttaa enenevassa maarin, joka voi osaltaan selittaa yleistyvan mo-
nien kromosomien yhtdaikaisen aneuploidisuuden vanhemmilla ikéryhmilla. Trendi on samankaltai-
nen molemmilla hedelm®itystekniikoilla, vaikkakin prosentuaalinen nousu on ICSl-alkioilla jyrkem-
paa.

Kaoottisen aneuploidisuuden (= 5 aneuploidista kromosomia) mahdollisuus on ennemmin sattuman-
varaista ja koskee yksittaisia alkioita lapi ikaskaalan. Prosentuaaliset osuudet kaoottisten
aneuploidioiden suhteen vaihtelevat ryhmien valilla siten, ettei niille voida todeta nousevan ian mu-
kaista trendia. Ainoastaan ICSl-alkioiden 41-vuotiaiden ryhmassa kaoottisesti aneuploidisia alkioita
tavataan korostetun paljon. Muissa ryhmissa kaoottisesti aneuploidisten alkioiden maarat ovat niin
pienia, etta niiden voidaan ajatella johtuvan esimerkiksi sukusoluperaisista tekijoista, kuten yksittai-
sen munasolun heikosta laadusta (Handyside 2012), tai sattumasta, jotka vaikuttavat siten koko al-
kioon. Naiden voidaankin olettaa olevan jokseenkin vaistamattomia, eika kaoottisesti aneuploidisiin

alkioihin luultavasti voida juurikaan vaikuttaa laboratorio-olosuhteilla.
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ANEUPLOIDIOIDEN TYYPIT HEDELMOITYSTAVAN MUKAAN IKARYHMITTAIN
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Kuva 3: Aneuploidioiden tyypit hedelmoitystavan mukaan ikaryhmittain jaoteltuna. Kuvaajan
vasemmalla puolella kuvattu ICSl-alkiot ikaryhmittain ja oikealla puolella IVF-alkiot ikaryhmittain

3.2 IKARYHMAKOHTAISET TULOKSET

3.21 YLEISESTI

Tassa laskukelpoisiksi alkioiksi lasketaan aneuploidiset, euploidiset, segmentaalisesti aneuploidiset
seka kaoottisesti aneuploidiset alkiot (n=351).

Yhdistetyt aneuploidia-asteet ikaryhmittain ovat 40,0% (<35 vuotta, n=45), 56,8% (36-39 vuotta,
n=81), 78,3% (40 vuotta, n=69), 85,6% (41 vuotta, n=97) ja 86,4% (=42 vuotta, n=59). Kuten oli
odotettavissa, aneuploidioiden riski nousee huomattavasti aidin i@nnousun mukaan (Handyside
2012, Nagaoka ym. 2013, Franasiak ym. 2014B, Stolakis ja Bertero 2019). Taman tutkimuksen mu-
kaan aneuploidisten alkioiden maara enemman kuin kaksinkertaistuu siirryttadessa alle 35-vuotiaista
yli 42-vuotiaisiin. Samankaltaisia tuloksia on esitellyt esimerkiksi Franasiak ym. (2014B) omassa
laajamittaisessa tutkimuksessaan: aneuploidia-aste vastaavilla ikaryhmilld kohosi noin 30 %:sta
80%:iin.

3.2.2 IAN VAIKUTUS KROMOSOMIKOHTAISIIN ANEUPLOIDIA-ASTEISIIN
Tassa laskukelpoisiksi alkioiksi on laskettu euploidiset, aneuploidiset, segmentaalisesti aneuploidi-

set ja ne kaoottisesti aneuploidiset alkiot, joille on raportoitu kromosomikohtainen aneuploidiadata

(n=337). Alkuperaisen jaottelun ulkopuolelle on tassa siis jatetty myds ne kaoottisesti aneuploidiset
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alkiot, joista ei ole toimitettu kromosomikohtaista aneuploidiadataa (n=14). Segmentaalisesti
aneuploidiset kromosomit on sisallytetty kromosomikohtaisten aneuploidioiden kokonaismaariin.
Tarkasteltaessa ikda jatkuvana muuttujana ryhmiin jaottelun sijaan, erot aneuploidisuudessa ovat
tilastollisesti merkitsevia kromosomien 9 (p=0,001), 10 (p=0,025), 11 (p=0,023), 13 (p=0,015), 14
(p=0,017), 15 (p=0,009), 17 (p=0,0002), 19 (p=0,017), 20 (p=0,017) ja 21 (p=0,039) kohdalla. Kaik-
kien kromosomien p-arvot esitetty liitteen 1 taulukossa 1. Naiden tietojen pohjalta voitaisiin olettaa
naiden kromosomien aneuploidisuuden mahdollisuuden riippuvan korostetusti munasolun iasta, ei-
vatka nama kromosomit ole tdaman tutkimusasettelun pohjalta kovinkaan vahvoja kandidaatteja in
vitro-olosuhteiden indikaattorikromosomeiksi. Onkin yleisesti katsottu, ettd ainakin kromosomien 13
ja 21 aneuploidiat ovat pitkalti Ml-spesifisia (Chiang ym. 2012, Kuliev ym. 2011) ja siten niiden ylei-
syys nousee vahvasti munasolun idn mukana. Franasiak ym. (2014A) ovat osoittaneet tutkimuksel-
laan kromosomien 13 ja 21 lisdksi myds kromosomien 15, 16, ja 19 aneuploidisuuden ikariippuvai-
suutta. Kirjallisuudessa tavataan kuitenkin ristiriitaisuutta siita, ovatko esimerkiksi usein aneuploidi-
set kromosomit 16, 18 ja 22 MI vai Mll-spesifisid, ja voidaanko niiden siten paatella johtuvan paa-
asiallisesti nousevan ian mukanaan tuomista ongelmista (Handyside 2012, Kuliev ym. 2011, Chiang
ym. 2012, Franasiak ym. 2014A). Taman tutkimuksen perusteella naiden kiistanalaisten kromo-
somien 16, 18 ja 22 aneuploidiat saattavat olla vahemman iasta riippuvia ja mahdollisesti ennemmin
MII kuin MI spesifisia.

Taman aineiston pohjalta kaikkien muiden kromosomien aneuploidiaerot ikaryhmien valilla ovat
mahdollisesti vahemman iasta riippuvaisia. Nama voivat siis saada alkunsa esimerkiksi sattumasta,
solunsisaista tai solunulkoisista tekijoista. Naiden kromosomien aneuploidioihin voitaisiin siis mah-
dollisesti vaikuttaa olosuhteiden muutoksilla ja muilla ulkoisilla tekijoilla. Epatasaiset aneuploidiaha-
vaintojen maarat eri kromosomien valilla voivat kuitenkin osaltaan vaikuttaa tulokseen. Lahtdkohtai-
sesti, mitd enemman aneuploidiahavaintoja on Iapi ikaryhmien ja mita suurempi p-arvo kromosomilla
on, sitd heikommin kyseisen kromosomin ikariippuvuutta voidaan tdman aineiston pohjalta todeta.
Kromosomit 6 (p=0,901), 7 (p=0,816), 8 (p=0,786) ja 12 (p=0,93) vaikuttavat p-arvoiltaan sopivim-
milta kandidaateilta mahdollisimman ikariippumattomien indikaattorikromosomien joukkoon. Kromo-
somi 6 voidaan kuitenkin sulkea pois luotettavan analyysin piirista, silla se on hyvin harvinainen
aneuploidia ja aneuploidisten kokonaismaarat kromosomin kuusi kohdalla ovatkin hyvin pienia (kuva
4, liite 1: taulukko 1). Kromosomin 12 aneuploidia-asteet eivat nayta yhta tasaista jakautumista ika-
ryhmien valille kuin kromosomit 7 ja 8 (kuva 4). Kuvasta 4 ndhdaan myos, etta jalkimmaiset kromo-
somit ovat kromosomiston alkupaan kromosomien keskuudessa erityisia juurikin tasaisen, jokseen-
kin korkeahkon aneuploidia-asteensa vuoksi.

Tassa tutkimuksessa esiintyy eniten aneuploidioita kromosomiluokitusryhmassa G eli kromo-
someissa 21 ja 22 (20,42% kaikista aneuploidioista). Tata seuraavat ryhméat C (20,00%), D (19,17%)

ja E (17,29%). lkaryhmien valilla ei ole merkittavia eroja aneuploidioiden suhteellisessa sijoittumi-
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sessa kromosomistoon. On todettu, ettd vastoin kuin segmentaalisissa aneuploidioissa, koko kro-
mosomin aneuploidiat ovat yleisempia kromosomiston loppupaan pienempien, submetasentristen ja
akrosentristen kromosomien kohdalla (Handyside 2012, Franasiak ym. 2014A). Ryhma C eli kromo-
somit 6-12 ovat tassa toisiksi eniten aneuploidioita kantava ryhma. Seka ryhman C korostuneisuus,
ettd ryhmien A ja B suhteellisen suuret osuudet (7,71% ja 5,63%) ovat odottamaton tulos aiempaan

kirjallisuuteen verraten (Franasiak ym. 2014A).

ALKIOIDEN KROMOSOMIKOHTAISET ANEUPLOIDIA-ASTEET IKARYHMITTAIN

Aneuploidisten alkioiden maara (%)
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Kuva 4: Kromosomikohtaiset aneuploidia-asteet ikaryhmittdin. Aneuploidia-asteisiin on siséllytetty
seka kokonaan ettd segmentaalisesti aneuploidiset kromosomit. Pylvaan puuttuminen tarkoittaa,
ettd kyseiselld ikdryhmalla ei kyseisen kromosomin kohdalla havaittu ainuttakaan kokonaan tai
segmentaalisesti aneuploidista tapausta.

4. POHDINTA

Suoritettu tutkimustyd tuo kallisarvoista tietoa tdman aineiston alkioiden aneuploidioista ja niiden
mahdollisista alkuperista. Vastaavaa tutkimusta kasittelevaa kirjallisuutta 16ytyy melko vahan. Suu-
reen osaan olemassa olevasta alkioiden aneuploidioihin liittyvasta tutkimuksesta liittyy vahvasti
kaksi sovellettavuusrajoitetta; Suuri osa kirjallisuudessa esitetysta aneuploidiatutkimuksesta on suo-
ritettu FISH-tekniikalla (Fluorescent In Situ Hybridization). Talla tekniikalla voidaan tutkia vain muu-
tamia kromosomeja kerrallaan. Naiden tutkimusten tulokset eivat luo luotettavaa kuvaa todellisista

aneuploidia-asteista: muutamaa tunnetusti usein aneuploidista kromosomia tutkittaessa
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aneuploidia-asteet eivat tarjoa kokonaiskuvaa alkion aneuploidioista (Rabinowitz ym. 2012, Na-
gaoka ym. 2013). FISH-menetelmalla saatuja tuloksia tulee verrata muilla tekniikoilla suoritettuihin
tuloksiin vain varoen. Toisaalta ihmisalkioilla tutkimisen etiikka luo vahvasti rajoituksia laajamittaisten
alkiotutkimusten suorittamiseen, jonka vuoksi munasolujen ja alkioiden aneuploidiatutkimuksia on
suoritettu paljon hiirikokeilla (Handyside 2012). Hiiren Iyhyen elinian ja erilaisen kromosomiston ra-
kenteen takia myos hiirikokeilla saatuja tuloksia tulee soveltaa ihmisiin vain varoen (Chiang ym.
2012, Handyside 2012, Nagaoka ym. 2013). Naiden tutkimusten tuloksille rakentuu kuitenkin vah-
vasti nykykasityksemme ikariippuvaisten aneuploidioiden mekanismeista. Ylla mainittujen eettisten
tekijdiden takia tallaista tutkimusta voidaan suorittaa ihmisalkioilla ainoastaan hedelmadityshoitojen

yhteydessa aikaansaatujen, kromosomitestattujen alkioiden avulla.

FISH-tekniikan tilalle on kehitetty muita, monipuolisempia ja laaja-alaisempia kromosomiseulontaan
sopivia tekniikoita. Vertaileva geenihybridisaatio (CGH, Comparative Genomic Hybridization), SNP-
mikrosirut ja NGS-menetelmat kykenevat kattavaan genomin ja kromosomiston analysointiin ja an-
tavat siten todenmukaisempia tuloksia aneuploidioista. NGS-menetelmien korkeamman resoluution
avulla aneuploidiat saadaan esille parhaiten (Palmerola ym. 2019), jonka vuoksi my6s aneuploidia-
asteet voivat olla aiemmasta tutkimuksesta poikkeavan korkeita. On kuitenkin huomioitava, etta
myds saman tekniikan sisalla voidaan tavata vaihtelua muun muassa kaytetyissa algoritmeissa ja

raportointistandardeissa, jotka osaltaan voi vaikuttaa tuloksiin tutkimuskohtaisesti.

Tama tutkimus edustaa uuden sukupolven kromosomitutkimuksen menetelmia. PGT-A suoritettiin
NGS-menetelmalla, jolloin tulokset ovat luotettavampia ja laaja-alaisempia. Tutkimuksen kohteena
ollut alkiopopulaatio on maltillisen kokoinen, eivatka tulokset ole suoraan yleistettavissa suurempaan
vastaavaan populaatioon. Aineiston koon ja p-arvojen suuruuden huomioon ottaen tulokset voivat
osaltaan johtua my0s sattumasta. Suurempi aineisto mahdollistaisi entista luotettavampien johto-

paatelmien tekemisen.

Hedelmditystapojen valilla havaittiin pienid eroja muutamissa aspekteissa. ICSI:n havaittiin olevan
tdssa aineistossa nuorimman ikdryhman kohdalla kannattavampi hedelmditystapa aneuploidioiden
tyyppeja verratessa (p=0,015): ICSl-alkiot olivat useammin euploidisia kuin IVF-alkiot. Muiden ik&-
ryhmien keskuudessa ei havaittu eroja hedelmditystapojen ja aneuploidian tyyppien valilla. Yhtena
mahdollisena tekijana nuorimman ikaryhman kohdalla IVF-alkioiden suhteellisen korkeaan
aneuploidia-asteeseen voi olla pitkdn inkubaatioajan aikaansaamien reaktiivisten happiyhdisteiden
muodostuminen: ndiden on osoitettu heikentavan alkion elinkykyisyytta (Kattera ja Chen 2003). On
mahdollista, ettd tdma vaikutus peittyy vanhemmilla ikaryhmilla, silla ikariippuvaisten aneuploidioi-
den maaran kasvaessa kokonaisaneuploidia-asteet kasvavat merkittavasti molemmilla hedelmaitys-
tavoilla. Segmentaalisesti aneuploidisten kromosomien sijoittumisessa laajemmalle kromosomis-

toon on tassa aineistossa ICSl-alkioille ominainen piirre. Myds kromosomin 21 verraten korkea



18

aneuploidia-aste ICSl-alkioiden keskuudessa (17,4% ICSI, 9,4% IVF, p=0,036) mielenkiintoinen tu-
los. On kuitenkin huomioitava syyt, joille hedelmoitystavan valinta pohjautuu. Hedelmditystapa vali-
taan potilaskohtaisten indikaatioiden mukaan, joka luo jo lahtdasetelmaltaan erilaiset 1ahtékohdat
IVF- ja ICSl-alkioille. ICSI toimii paaasiallisena hedelmditystapana vahaisesta siittididen maarasta
tai niiden huonosta liikkkuvuudesta karsivien parien kohdalla. On osoitettu, etta siittidsolujen hedel-
mallisyyteen vaikuttavien ongelmien vakavuuden kasvaessa myos aneuploidisten alkioiden maara
kasvaa (Magli ym. 2009). Nain ollen ICSlI:n ja IVF:n valisia eroavaisuuksia ei voida suoraan paatella
johtuvan hedelmditystavasta, vaan syy voi loytya tietyn hedelmditystavan valinnan takana olevista

indikaatioista.

Ikaryhmittain vertailtaessa tarkeimpana tuloksena voidaan pitda kromosomien 7, 8 ja 12 roolia mah-
dollisina laboratorio-olosuhteiden indikaattorikromosomeina. Vastaavaa laajamittaista, kromosomi-
kohtaista aneuploidia-asteiden analyysia on vaikea 16ytdd muusta kirjallisuudesta. Tama luo vai-
keuksia saatujen tulosten arvioimiselle ja vertailulle. Nama kromosomit kuitenkin osoittavat tassa
aineistossa poikkeavan vahaista ikariippuvaisuutta. Rakennepiirteiltddn nama kromosomit eivat
kuulu niiden kromosomien ryhmiin, joiden ajatellaan olevan erityisen alttiita aneuploidioiden kehitta-
miselle (Franasiak ym. 2014A). Naiden kromosomien aneuploidia-asteet ovat myés suhteellisen kor-
keat verraten esimerkiksi Franasiak ym. (2014A) tutkimukseen, jossa yleisaneuploidia-astekin on
tata tutkimusta alhaisempi. Tulosten tulkinnassa tulee kuitenkin huomioida naiden tutkimusten valilla
eroavat tutkimusmetodit, jonka vuoksi tulokset eivat ole taysin vertailukelpoisia. Naiden paatelmien
pohjalta tata tulosta voidaan kuitenkin pitda mielenkiintoisena ja potentiaalisena jatkotutkimusten

kohteena.

On selvaa, ettd naisen nouseva ika on suurin ja merkittavin tekija aneuploidia-asteiden kasvussa.
Ulkoisilla tekijoilla voi kuitenkin olla uskottua suurempi rooli erityisesti kokonaisaneuploidia-astee-
seen. Nykytiedon mukaan erityisesti hedelmoityshoitojen yhteydessa annettavien hormoniannosten
maaran vaikutus munasolujen kypsymiseen ja meioottisiin jakautumisiin on todennakdinen (Na-
gaoka ym. 2013). Muiden laboratorioperaisten toimintatapojen ja olosuhteiden vaikutusta
aneuploidia-asteisiin ei ole kromosomianalyysilla juuri onnistuneesti tutkittu vield sopivien, spesifis-
ten indikaattorien puuttuessa. Vastaavaa tutkimusta in vitro-olosuhteiden indikaattorikromosomeista
ei ole julkaistu kirjallisuudessa. Myo6s laajamittaisia, uudemmilla kromosomitutkimuksen menetel-
milla suoritettua koko kromosomiston kattavaa laajamittaista aneuploidia-asteiden ja niiden kehityk-
sen vertailua on hyvin vahan. Tassa tutkimuksessa selvitettyjen, mahdollisten laboratorio-olosuhtei-
den indikaattoreiden roolia ja niiden paikkaansa pitavyyttd on mahdotonta analysoida kovin luotetta-
vasti, kun kirjallisuutta ei ole paljoa ja olemassa olevaan kirjallisuuteen liittyy paljon sovellettavuus-

rajoitteita.
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Tampereen Ovumia Fertinova Oy:ssa suoritettavan viljelyliuoskokeilun aikana seurattaneen
aneuploidia-asteiden kehitysta kokonaisaneuploidia-asteen lisaksi tutkimuksessa l6ydettyjen indi-
kaattoreiden pohjalta. Huomiota tulee kiinnittdd myds I16ydettyihin hedelmoitystapakohtaisiin eroihin.
Tassa tutkimuksessa havaittujen, mahdollisten in vitro-olosuhteiden indikaattorien avulla eri tekijoi-
den vertailu voisi tulevaisuudessa olla mahdollista. Jatkotutkimuksissa seka olemassa olevilla tutki-
mustiedoilla etta tulevilla potilailla tulee tarkkailla ndiden roolia ja kehitysta, jotta voidaan selvittaa,
toimivatko ndma indikaattorikandidaatit tosiaan sellaisina indikaattoreina, kuin tdman tutkimuksen
tulosten perusteella voidaan ajatella. Olisi toivottavaa, ettd muut toimijat tekisivat ja julkaisisivat sa-
mankaltaista analyysia ja tutkimusta, jotta vertailukelpoisia tuloksia saataisiin enemman. Yhteisena
etuna tasta voidaan nahda yleisen aneuploidiaymmarryksen kasvattaminen nykyaikaisilla metodeilla
suoritettujen tutkimusten tulosten avulla. Myds laajamittaisesti laboratorioperaisten aneuploidioiden
hillitseminen voisi olla mahdollista, kun sopivia indikaattoreita ndiden havaitsemiselle kyettaisiin
maarittelemaan. Naiden avulla voitaisiin tulevaisuudessa mahdollisesti tutkia aneuploidioiden syy-

seuraussuhteita entista tarkemmin ja kontrolloidummin.
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LITE 1: KROMOSOMIKOHTAISET ANEUPLOIDIA-
ASTEET IKARYHMITTAIN

Taulukko 1: Kromosomikohtaiset aneuploidia-asteet ikaryhmittain taulukoituna. Harmaat
tietopalkit kuvaavat aneuploidia-asteiden keskinaisia suhteita. Viimeisessa sarakkeessa on esitetty
my0s jokaiselle kromosomille p-arvo ian ja aneuploidia-asteen yhteydesta. Keltaisella on
korostettu merkittavan korkeat p-arvot. Vihrealla on korostettu raja arvon <0,05 alittavat p-arvot.
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