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Predimplantacijska genetska diagnostika

Preimplantation genetic diagnosis

Karin Writzl

Izviecek

Izhodis¢a: Za pare z veliko verjetnostjo za roj-
stvo otroka z znano genetsko boleznijo pred-
stavlja predimplantacijska genetska diagnostika
(PGD) moznost genetske preiskave celic zarodka
pred njegovim vnosom v maternico. Za izved-
bo PGD je potrebna oploditev z biomedicinsko
pomodjo, biopsija ene ali dveh celic zarodka ter
genetska preiskava na njih. V zadnjem casu se
poleg klasi¢nih genetskih metod fluorescentne
in situ hibridizacije (FISH) in verizne reakcije s
polimerazo uveljavljajo tudi nove metode, kot sta
metoda na mikromrezah osnovane primerjalne
genomske hibridizacije (mikromreze CGH) in
metoda mikromreze s polimorfizmi posameznih
nukleotidov (mikromreze SNP). Njihova glav-
na prednost je moznost pregleda vseh 24 kro-
mosomov ter moznost hkratne preiskave veéjih
(kromosomskih) in manjsih (genskih) preuredi-
tev. Najpogostejse indikacije za PGD so kromo-
somske preureditve pri star$ih ali monogenska
bolezen v druzini. Predimplantacijsko genetsko
presejanje (PGS), pri katerem ugotavljamo Ste-
viléne nepravilnosti kromosomov na blastome-
rah z metodo FISH, so v klini¢no prakso uvedli z
namenom izbolj$ati stopnje zanositve pri parih z
zmanj$ano plodnostjo. Izsledki randomiziranih
kontroliranih raziskav pri¢akovanj niso potrdi-
li. Glavni vzrok za neuspeh PGS je najverjetneje
naravni pojav kromosomskega mozaicizma za-
rodka v ¢asu biopsije.

Zakljucek: Metoda PGD se je v zadnjih dveh de-
setletjih uveljavila kot pomembna predrojstvena
diagnostika pri parih z veliko verjetnostjo za roj-
stvo otroka z genetsko boleznijo zaradi kromo-
somske preureditve pri star$ih ali monogenske
bolezni v druzini. Prihodnost PGS bo odvisna od
rezultatov trenutno potekajo¢ih randomiziranih
kontroliranih raziskav, pri katerih uporabljajo
razli¢ne vire vzorca DNA (polarno telo, blasto-
mera, trofoektoderm) in razli¢ne genetske meto-

de (mikromreze CGH in mikromreze SNP), da
bi ugotovili, ali lahko s PGS izboljsajo stopnjo
zanositve pri parih z zmanj$ano plodnostjo.

Abstract

Background: Preimplantation genetic diagnosis
(PGD) is used to analyze embryos before their
transfer into uterus. It is suitable for a group of
patients who are at a substantial risk of conceiv-
ing a pregnancy affected by a known genetic
defect. PGD requires medically assisted repro-
duction, embryo biopsy of one or two cells and
genetic analysis using either fluorescent in situ
hybridization (FISH) or polymerase chain reac-
tion. New technologies for PGD are now emerg-
ing. Array-based technologies allow simultane-
ous testing of aneuploidy and specific genetic
diseases in each embryo. The main indications
for PGD have been single gene disorders and in-
herited chromosomal abnormalities. Preimplan-
tation genetic screening (PGS) was introduced
for aneuploidy screening, with the aim of replac-
ing euploid embryos and increasing pregnancy
rates in certain groups of patients undergoing in
vitro fertilization procedures owing to infertil-
ity. Lately, several randomized control trials have
failed to show that PGS on blastomeres using
FISH method improved the delivery rate com-
pared to the control group. The main reason is
probably the natural occurrence of chromosom-
al mosaicism in the cleavage-stage embryo.

Conclusions: Over the last two decades, PGD
has been shown to be a reliable and safe genetic
test for couples who are at risk of a specific inher-
ited disorder. For PGS, the results from several
ongoing randomized controlled trials performed
at different cell biopsy stage, using array-CGH
and SNP array will provide the data needed to
evaluate the clinical efficacy.
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Uvod

Predimplantacijska genetska diagnostika
(PGD) je genetska preiskava celic zarodka
pred vnosom zarodka v maternico. Zanjo se
odlocajo predvsem pari z veliko verjetnostjo
za rojstvo otroka s poznano genetsko bole-
znijo. Populacijske Studije so pokazale, da
ima 1-2 % otrok monogensko bolezen, kro-
mosomsko mutacijo pa 0,4-0,6 % otrok.!
Verjetnost za prenos genetske nagnjenosti
k bolezni z roditelja/roditeljev na potomce
je odvisna od nacina dedovanja bolezni in
je lahko 50 % (pri avtosomno dominantnih
boleznih), 25% (pri avtosomno recesivnih
boleznih in na kromosom X vezanih rece-
sivnih boleznih) ter 10-15 % pri parih z urav-
nove$eno kromosomsko preureditvijo.> Do
uvedbe PGD so imeli pari z ugotovljenim
povecanim tveganjem za rojstvo otroka z
genetsko boleznijo naslednje moznosti: a)
sprejeti tveganje, b) odlociti se za predroj-
stveno diagnostiko ter prekiniti nose¢nost v
primeru potrjene genetske bolezni pri plo-
du, ¢) odlociti se za darovane spolne celice,
¢) odlociti se za posvojitev ali d) sprejeti
odlocitev, da otrok ne bodo imeli. Z uvedbo
PGD so dobili novo moznost. Stevilni pari,
ki se odlocajo za PGD, ze imajo izkusnjo
ponavljajocih se spontanih splavov ali medi-
cinskih prekinitev nose¢nosti zaradi ugoto-
vljene mutacije pri plodu. Glavna prednost
PGD je zato dejstvo, da je diagnostika izpe-
ljana $e pred vnosom zarodka v maternico.
Tudi odlo¢itev za PGD ni lahka. Pred izved-
bo diagnostike pretece veliko ¢asa za pripra-
vo specifi¢nih preiskav za vsak par. Ceprav je
vecina parov plodnih, je potreben postopek
oploditve z biomedicinsko pomocjo. Veliko
razocaranje za pare so postopki, pri katerih
se je mutacija ugotovila pri vseh zarodkih in
zato prenos zarodka sploh ni mogo¢.’

Prvi zacetki PGD segajo v leto 1990.* Na-
rejena je bila selekcija spola v prid Zenskih
zarodkov pri dveh parih, ko sta bili zenski
prenasalki na kromosom X vezane bolezni
(adrenolevkodistrofija in na kromosom X
vezana dusevna manjrazvitost). Preiskava se
je v zadnjih 20 letih hitro razsirila po vsem
svetu. V zadnjem porocilu ESHRE (Euro-
pean Society of Human Reproduction and
Embryology) PGD konzorcija je opisanih
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5887 postopkov oploditve z biomedicinsko
pomocjo ter genetsko diagnostiko, ki so bili
narejeni v letu 2007 in vodili v rojstvo 1206
otrok.’ V Sloveniji je bila preiskava prvi¢ na-
rejena leta 2004, prvi otrok pa je bil rojen
leta 2006.°

Tehnike

Zarodke pridobimo s postopkom oplo-
ditve z biomedicinsko pomoc¢jo. Mogoca je
klasi¢na zunajtelesna oploditev, pri kateri
pripravljeno seme dodamo jajénim celicam
(IVF - in vitro fertilizacija) ali pa oploditev
jaj¢ne celice z neposrednim vnosom semen-
¢ice v jaj¢no celico (ICSI - intracytoplasmic
sperm injection). Pri slednji je verjetnost pa-
ternalne kontaminacije manjsa, zato jo ve-
dno uporabljamo, kadar genetska preiskava
blastomere poteka z molekularnogenetsko
metodo verizne reakcije s polimerazo (PCR
- polymerase chain reaction). Najpogosteje
se uporablja metoda, ko tretji dan, ko zaro-
dek doseze 6 do 8 celi¢ni stadij, naredimo
biopsijo ene ali dveh blastomer.® Sledi genet-
ska diagnostika na izoliranih blastomerah,
ki traja najve¢ dva dni. Peti dan en ali dva
zarodka, pri katerih je bil rezultat genetske
analize normalen, prenesemo v maternico.
Preostale zarodke z normalnim razvojem in
normalnim rezultatom genetske analize za-
mrznemo.” Prenos odmrznjenih zarodkov v
maternico je mogo¢ v naslednjih postopkih
oploditve.

V zadnjem casu se vse bolj uveljavljata
tudi metodi odvzema obeh polarnih teles
ter biopsije blastociste. Delez postopkov,
pri katerem sta bili odvzeti polarni telesi,
je tako v zadnjem porocilu ESHRE PGD
konzorcija dosegel 15,9 %, delez postopkov
z biopsijo blastociste 0,2 %, $e vedno pa so
najpogostejsi postopki, pri katerih se naredi
biopsija blastomere (81,9 %).® Glavni pred-
nosti analize polarnih teles so: ve¢ ¢asa, ki
je na razpolago za analizo, ter odsotnost
mozaicizma, ki je prisoten v zgodnjih fa-
zah embrionalnega razvoja in lahko otezuje
diagnostiko pri analizi blastomer.® Glavna
slabost je dejstvo, da lahko analiziramo le
materin del dednega zapisa, ne pa ocetove-
ga, kar pomeni, da je metoda primerna, ko
je mati nosilka kromosomske preureditve
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ali mutacije za avtosomno dominanto ali na
kromosom X vezano bolezen ter za izklju-
cevanje naklju¢nih anevploidij maternal-
nega izvora. Pomemben delez postopkov z
biopsijo polarnih teles je bil v prej$njih letih
opravljen tudi zaradi zakonskih dolo¢il, saj
je bila v Nemciji do leta 2011 dovoljena samo
analiza na polarnem telesu, ne pa na blasto-
merah zarodka.’

Genetska analiza lahko poteka z metodo
fluorescentne in situ hibridizacije (FISH) ali
pa z metodo verizne reakcije s polimerazo
(PCR).

Metodo FISH uporabljamo za ugotav-
ljanje kromosomskih nepravilnosti ali pa
za doloditev spola pri boleznih, vezanih na
kromosom X, kadar specificna molekular-
no genetska preiskava ni mogoca. Izolirani
blastomeri prenesemo na objektno stekelce
in jih fiksiramo.'* Dodamo DNA sonde, ki
so oznacene s fluorescentnim barvilom. Pre-
parat nato segrejemo na temperaturo 70—
75°C, pri ¢emer potece denaturacija DNA
blastomer ter DNA sond, nato pa pri tem-
peraturi 37 °C sledi hibridizacija DNA sond
na komplementarne dele DNA blastomer. Z
uporabo fluorescentnega mikroskopa anali-
ziramo Stevilo signalov za posamezno DNA
sondo. Vrsta uporabljenih sond je odvisna
od indikacije.

Pri PGD monogenskih bolezni se upo-
rablja metoda PCR. Omogoc¢a namnozitev
zadostne koli¢ine DNA, ki smo jo osamili
iz blastomer zarodka. Velik izziv je majhna
koli¢ina testnega vzorca, saj lahko za ana-
lizo uporabimo le eno do dve blastomeri,
medtem ko imamo pri obicajni analizi krv-
nega vzorca na voljo 20.000-100.000 celic.
Blastomero najprej polozimo v raztopino,
ki povzrodi lizo celice, pri ¢emer se sprosti
DNA. Nato dodamo reagente za PCR. Ob-
Cutljivost PCR se je povecala z uporabo fluo-
rescentnega oznacevanja oligonukleotidnih
zacetnikov in z njo povezano fluorescentno
zaznavo na avtomatskem sekvenatorju. Pa-

ziti je potrebno, da ne pride do kontamina-
cije vzorca z zunanjo DNA. Tezave lahko
povzroca tudi pomnozZevanje samo enega od
obeh star$evskih alelov (allele-drop out), kar
lahko vodi v napacno interpretacijo rezulta-
ta.!* Pri avtosomno dominantni bolezni lah-
ko pri odsotnosti pomnozitve bolezenskega
alel dobimo izvid, ki je skladen s homozigo-
tnim stanjem za normalen alel, kar pomeni,
da zarodek z genetsko nagnjenostjo k razvo-
ju bolezni opredelimo, da je zdrav. Verje-
tnost napacne diagnoze zaradi izgube alela
se zmanj$a ob hkratni izvedbi neposredne
analize za ugotavljanje druzinske mutacije/
mutacij in posredne analize, pri kateri sle-
dimo segregacijo polimorfnih oznacevalcev.
Pred PGD je zato potrebna natan¢na analiza
vzorcev starSev ter bolnih in zdravih dru-
zinskih ¢lanov za dolo¢itev primernih poli-
morfnih oznacevalcev.

Novi metodi, ki se trenutno uveljavljata,
sta metoda na mikromrezah osnovane pri-
merjalne genomske hibridizacije (aCGH,
angl. Array Comperative Genomic Hybri-
dization) in metoda mikromreze s polimor-
fizmi posameznih nukleotidov (SNP array,
angl. Single Nucleotide Polymorphism ar-
ray).

Metoda na mikromrezah osnovane pri-
merjalne genomske hibridizacije je most
med citogenetiko in molekularno genetiko.
Iz blastomere izolirano DNA ter DNA zdrave
osebe (kontrolna DNA) lo¢eno namnozimo
ter obarvamo z razli¢nima fluorokromoma,
najpogosteje z rde¢im ter zelenim. Enaka
deleza obeh vzorcev DNA nato zme$amo ter
dodamo na mikromrezo, ki vsebuje majhne
delcke kromosomov. Potec¢e kompetitivna
hibridizacija obarvanih vzorcev DNA na
mikromrezo, z rac¢unalniSkim programom
pa lahko analiziramo delez zelenega in rde-
Cega signala ter tako ugotovimo delecije in
duplikacije posamezne regije. Glavni pred-
nosti preiskave sta, da je preiskava izvedljiva
Vv 24 urah, ter da omogoca analizo vseh 24
kromosomov. Metoda se uveljavlja pri ugo-
tavljanju neuravnoveSenih translokacij in
pri predimplantacijskem genetskem prese-
janju.'*'* Z metodo aCGH ni mogoce ugo-
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toviti poliploidij (npr. triploidije), delecij in
duplikacij v predelu genoma, ki ni zastopan
na mikromrezi, sprememb v DNA zapo-
redju (tockaste mutacije, spremembe Vv tri-
nukleotidnem zaporedju) in uravnovesenih
sprememb (translokacije, inverzije).

Druga metoda je metoda mikromreze s
polimorfizmi posameznih nukleotidov. Po-
limorfizmi posameznega nukleotida (SNP-
single nucleotide polymorphism) so podro-
¢ja v genomu, za katera velja, da se sekvenca
posameznega nukleotida v populaciji razli-
kuje. Iz blastomere izolirano DNA namno-
zimo in obarvamo dolocen SNP z zeleno
barvo, drugo razli¢ico SNP pa z rdeco barvo.
Ocenimo intenziteto posameznih signalov
ter jo s pomocjo racunalniskega programa
primerjamo s kontrolno populacijo. Metoda
omogoca hkratno ugotavljanje stevila posa-
meznih kromosomov ter s tem ugotavljanje
anevploidij in specificnih monogenskih ge-
netskih bolezni.*

Indikacije za PGD

Za vecino bolezni, pri katerih je mogoca
prenatalna diagnostika, je mozna tudi PGD.
V desetem porocilu Evropskega zdruzenja
za humano reprodukcijo in embriologijo
(ESHRE), ki predstavi podatke 57 centrov
PGD, je tako zapisanih kar 145 razli¢nih bo-
lezni.?

Najpogosteje so bili postopki PGD izve-
deni pri teh indikacijah: 1. avtosomno rece-
sivno dedne bolezni: beta talasemija/srpa-
stoceli¢na anemija, cisti¢na fibroza, spinalna
misi¢na atrofija, 2. avtosomno dominantno
dedne bolezni: miotoni¢na distrofija tip I,
Huntingtonova bolezen, nevrofibromatoza,
dedna motori¢na in senzori¢na nevropatija,
3. na kromosom X vezane bolezni: sindrom
fragilnega kromosoma X, Duchennova/
Beckerjeva miSi¢na distrofija ter hemofilija
Ain B’

Pri nekaterih na kromosom X vezanih
boleznih, npr. Duchenne-ova misi¢na dis-
trofija, obstaja poleg moznosti analize bla-
stomer z metodo PCR tudi moznost analize
z metodo FISH. Pri slednji gre za selekcijo
spola. Po zakljuceni analizi blastomer z me-
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todo FISH se v maternico prenesejo le za-
rodki z dvema signaloma za kromosom X.
Pri taksni selekciji se ne prenese polovica
deckov, ki mutacije nimajo, zato je eti¢no
bolj sprejemljiva metoda PCR, ce je le mo-
goca.

V skupini strukturnih kromosomskih
nepravilnosti so najpogostejsa indikacija
translokacije (recipro¢ne in Robertsonove),
ki se pojavljajo s pogostostjo priblizno 1/500
fenotipsko zdravih prenasalcev.'® Pogosto so
recipro¢ne translokacije specificne samo za
doloc¢eno druzino. Metoda PGD se lahko iz-
vaja tudi pri inverzijah in insercijah.'”*®

Recipro¢ne translokacije zaznamuje
izmenjava fragmentov DNA med dvema
kromosomoma. Pri zdravih prenasalcih
uravnove$ene recipro¢ne translokacije je po-
gostejsa neplodnost (zlasti, kadar je prena-
$alec moski), povecano je tveganje za spon-
tane splave ter za rojstvo otroka z razvojnimi
nepravilnostmi in razvojnim zaostankom."’
Vzrok za to so neuravnove$ene kromosom-
ske kombinacije, ki nastanejo ob razporeja-
nju kromosomov v spolnih celicah. Moznih
je 32 razli¢nih kombinacij,*® le dve od njih
(normalen kariotip ter kombinacija z urav-
noveseno translokacijo) pa omogocata nor-
malen razvoj. Pri PGD lahko na eni ali dveh
izoliranih blastomerah z metodo FISH ob
uporabi treh razlicnih sond ugotovimo, ali
ima zarodek uravnoveseno ali neuravnove-
$eno kromosomsko kombinacijo. Sonde, ki
predstavljajo specificne dele DNA, obarvane
s fluorescentnim barvilom, praviloma izbe-
remo tako, da hibridizirajo na oba subtelo-
merna dela translociranih kromosomov ter
v podrocje centromere enega od translocira-
nih kromosomov.** Z metodo FISH ne mo-
remo lociti med blastomero z normalnim
kariotipom in blastomero z uravnoveseno
translokacijo.

Predimplantacijsko genetsko presejanje
(PGS-preimplantation genetic screening),
pri katerem ugotavljamo $teviléne nepra-
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vilnosti kromosomov na blastomerah, so
uvedli v klini¢no prakso, da bi izboljsali
stopnjo zanositve pri parih z zmanjSano
plodnostjo. Uvedba metode je temeljila na
predpostavki, da so kromosomske nepra-
vilnosti zarodkov, ki jih pogosto najdemo v
zacetnih stadijih zarodkov, pogost vzrok za
neuspele nosecnosti pri postopkih oploditve
z biomedicinsko pomodjo.*' Najpogostejse
indikacije so bile visja starost matere, po-
navljajoce se neuspe$ne implantacije zarod-
kov, ponavljajoci se zgodnji spontani splavi
in zelo slab spermiogram pri moskem.> Na
eni ali dveh blastomerah je bila narejena
analiza Stevila signalov za tiste kromosome,
katerih anevploidije vodijo v zgodnji spon-
tani splav ali v rojstvo otroka z razvojnimi
nepravilnostmi in razvojnim zaostankom
(najpogosteje kromosomi X, Y, 13, 18, 21, 16,
22). Rezultati randomiziranih kontroliranih
raziskav niso potrdili izboljSanja stopnje za-
nositve po PGS z metodo FISH pri parih, pri
katerih je bila indikacija visja starost mate-
re.’»? Pri ostalih indikacijah pomen PGS
$e ni poznan.*®> Mozni vzroki za neuspeh
PGS so: 1. tehni¢ne omejitve metode FISH,
ki trenutno ne omogoca pregleda vseh kro-
mosomov, 2. napaka pri izvedbi preiskave
zaradi nezadostne hibridizacije, prekrivanja
signalov, cepljenja signalov ter 3. mozaici-
zem. Slednji je prisoten pri vecini zarodkov
Cetrti dan embrionalnega razvoja.® Norma-
len genetski izvid izolirane blastomere zato
ne pomeni nujno tudi normalnega genet-
skega izvida preostalih blastomer zarodka
in obratno. Z uvajanjem novih metod po-
skusajo premostiti omejitve sedanjih. Med-
tem, ko z metodo FISH lahko pregledamo le
5-12 kromosomov, omogocata novi metodi
aCGH in mikromreze s SNP analizo vseh
24 kromosomov.** Tezavi, ki jo predstavlja
mozaicizem v zgodnjih fazah embrionalne-
ga razvoja, se poskusajo izogniti tudi s tem,
da bi dolo¢ili optimalno stopnjo zarodka za
biopsijo.>>?°

Pogostost napake pri PGD ni znana, saj
se napaka v vedini primerov prepozna le po
rojstvu otroka z genetsko mutacijo, ne pa v

primerih, ko zaradi lazno pozitivnega izvida
genetske diagnostike ni prislo do prenosa
zarodka, ko po prenosu zarodka ni prislo do
nosecnosti ali pa se je nosecnost zakljucila z
zgodnjim splavom. Po podatkih PGD kon-
zorcija je bil delez prepoznanih in javljenih
napak 0,16 % (24/15158) in sicer 0,1 % pri me-
todi FISH in 0,5% pri metodi PCR.>” Med
mozne vzroke za napake sodijo zamenjava
zarodka zaradi nepravilne oznake izoliranih
celic, prenos napacnega zarodka, kontami-
nacija izolirane celice z materino ali o¢etovo
DNA, izguba alela, nepravilna uporaba sond
ali oligonukleotidnih zacetnikov in slaba
hibridizacija ali pomnoZevanje.”” Napaé-
na interpretacija pri diagnostiki z metodo
FISH je lahko tudi posledica visokega deleza
(50-90 %) mozai¢nih zarodkov v zgodnjem
embrionalnem razvoju.®

Na uspesnost PGD postopkov vpliva ve¢
dejavnikov. Mednje gotovo sodi indikacija,
saj je pri avtosomno dominantnih mono-
genskih boleznih Ze izhodi$¢na verjetnost
za mutacijo pri zarodku veéja kot na primer
pri avtosomno recesivnih boleznih. Pri visji
starosti matere je pogosto pridobljenih manj
jajénih celic, vecja je verjetnost anevploi-
dij, zato je tudi uspesnost PGD postopkov
manjsa.?® Na uspes$nost gotovo vplivajo tudi
izkusnje centra, ki diagnostiko izvaja. Po
podatkih ESHRE PGD konzorcija je bil v 55
PGD centrih povprecen delez klini¢nih no-
se¢nosti na cikel 21,73 %.>

Delez otrok z razvojnimi nepravilnosti
po postopku PGD je primerljiv z delezem
po postopku ICSL** Razvojne nepravilnosti
so bile opisane pri 3,8 % (154/4021) otrok, od
tega je 2 % otrok imelo hude razvojne nepra-
vilnosti, 1,8 % pa manj$e.’ Visok pa je delez
ve¢plodnih nosec¢nosti (23 %).>

PGD sproza tudi $tevilna eti¢na vprasa-
nja. Najpogosteje so povezana z indikacija-
mi za postopek.

Vecina se strinja, da so strukturne kro-
mosomske preureditve pri star§ih ter mo-
znost monogenske bolezni, ki se pojavi v
otroskem obdobju, upravicene indikacije za
postopek PGD. Do razprave o upravic¢enosti
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postopka prihaja pri monogenskih boleznih,
ki se pojavljajo v odraslem obdobju, ter pri
testiranju, pri katerem gre za ugotavljan-
je predispozicije za dolo¢eno bolezen (npr.
rak dojke).>>*! Pomisleki se pojavljajo tudi
pri genetskem testiranju zarodka za tkivno
sorodnost, katerih namen je rojstvo otro-
ka, ki bo lahko darovalec dolocenega tkiva
bolnemu sorojencu.’? Eti¢no sporna je tudi
uporaba metode PGD za selekcijo spola brez
medicinske indikacije.*>**

Zakljucek

Preiskava PGD se je v zadnjih letih uve-
ljavila kot pomembna moznost pri nacrto-
vanju druzine pri parih z veliko verjetnostjo
za rojstvo otroka s hudo genetsko boleznijo.
Stevilo postopkov PGD iz leta v leto nara$ca
v svetu, pa tudi v Sloveniji.>* S hitrim teh-
noloskim napredkom bo mogoce testirati
celice zarodka za kromosomske nepravilno-
sti, monogenske bolezni ter ugotavljati pre-
dispozicijo za posamezne bolezni (npr. rak,
sladkorno bolezen, avtizem, bolezni srca).
In kaj sledi oziroma kje so sploh meje?
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